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1 UVOD 
 
Razširjena uporaba antibiotikov pri ljudeh in v živinoreji je povečala število rezistentnih 
zoonotskih bakterij, ki lahko preko prehranske verige preidejo v stik s človekom. So 
povzročitelji nalezljivih bolezni, ki jih zaradi rezistence bakterij težko ozdravimo s 
konvencionalnimi antibiotiki (Walsh in Fanning, 2008). Kandidoza je glivična okužba, 
katere najpogostejši povzročitelj so kvasovke vrste Candida albicans. Zdravi se z 
antimikotiki, katerih tarča je ergosterol - specifičen sterol celične membrane kvasovk. 
Pojavnost okužbe je v zadnjih letih v porastu in z njo tudi rezistenca na konvencionalne 
antimikotike. Iskanje novih zdravil je precej zapleteno, saj so kvasovke evkarionti in po 
strukturi zelo podobne gostiteljskim celicam. Novoodkrita zdravila so pogosto učinkovita, 
vendar toksična za gostitelja (Oliva in sod., 2013). Zato je vedno več zanimanja za naravna 
protimikrobna sredstva.  
 
Dresnik je invazivna trajnica, ki izvira iz Azije. V Sloveniji najdemo tri različne taksone: 
japonski dresnik (Fallopia japonica), sahalinski dresnik (Fallopia sachalinensis) in češki 
dresnik (Fallopia x bohemica). Med taksoni je najbolj znan japonski dresnik, ki se že 
tisočletja uporablja v tradicionalni kitajski medicini za zdravljenje vnetnih obolenj, 
hepatitisa, tumorja, zlatenice, opeklin in hiperlipidemije. Nedavne študije so potrdile, da ima 
ekstrakt korenine japonskega dresnika protivirusno, protibakterijsko in antimikotično 
delovanje. Za to so zaslužne številne bioaktivne komponente, med katerimi prevladujejo 
stilbeni, antrakinoni, flavonoidi in lignini (Song in sod., 2016). Ekstrakt sahalinskega 
dresnika so prepoznali kot učinkovito sredstvo za zatiranje plesni, rje in ostalih bolezni na 
rastlinah (Quarles, 2009). Najmanj raziskav je bilo opravljenih na češkem dresniku, ki je 
nastal z naravnim križanjem ostalih dveh taksonov dresnika. 
 
1.1 NAMEN DELA IN RAZISKOVALNI CILJI 
 
Z našim eksperimentalnim delom smo želeli kvalitativno in kvantitativno ovrednotiti 
protimikrobno učinkovitost etanolnih ekstraktov olupka korenin japonskega, sahalinskega 
in češkega dresnika.  
 
Dresnik je invazivna rastlina, ki se razrašča širom po Sloveniji. Koreninski deli rastline so 
užitni in imajo visoko vsebnost bioaktivnih spojin, ki jim med drugim predpisujejo 
protimikrobno učinkovitost. Ekstrakti dresnika predstavljajo potencialno sredstvo za 
zatiranje patogenih mikroorganizmov, ki povzročajo številne nalezljive bolezni. 
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Cilji raziskave: 
 
 Priprava etanolnih ekstraktov olupka korenine japonskega dresnika (Fallopia 
japonica), sahalinskega dresnika (Fallopia sachalinensis) in češkega dresnika 
(Fallopia x bohemica) s koncentracijo 600 mg/mL. 
 Določanje antioksidativne učinkovitosti ekstraktov. 
 Določanje skupnih fenolnih spojin v ekstraktih. 
 Določanje posameznih fenolnih spojin (katehina, epikatehina, polidatina in 
resveratrola) v ekstraktih. 
 Kvantitativno določanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) in minimalne 
bakteriocidne koncentracije (MBC) ekstraktov. 
 Iskanje povezave med antioksidativno učinkovitostjo (AOU) in protimikrobnim 
delovanjem ekstraktov. 
 
Delovne hipoteze: 
 
 Ekstrakti posameznih taksonov dresnika bodo imeli različno kemijsko sestavo in 
lastnosti.  
 Ekstrakti bodo imeli antioksidativno in protimikrobno učinkovitost. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 DRESNIKI 
 
2.1.1 Taksonomija in različna poimenovanja 
 
Družina dresnovk (Polygonaceae) je del reda Polygonales, ki obsega okrog 40 rodov. 
Taksonomija in poimenovanje dresnika sta se skozi zgodovino spreminjala. V začetku je 
pripadal rodovom Reynoutria, Polygonum, Tiniaria in Pleuropterus, kasneje pa je bil na 
podlagi kromosomskih raziskav uvrščen v rod Fallopia, ki ga delimo na štiri sekcije: 
Fallopia (slakovci), Parogonum (slakovci), Sarmentosae (slakovci) in Reynourtia 
(dresniki). Sekcija Reynourtia (Houtt.) L. P. Ronse Decraene zajema japonski dresnik 
(Fallopia japonica), sahalinski dresnik (Fallopia sachalinensis) in češki dresnik (Fallopia x 
bohemica), ki je križanec japonskega in sahalinskega dresnika (Balogh, 2008).  
 
V znanstveni literaturi se dresnik skriva pod različnimi znanstvenimi poimenovanji, kot so 
Reynoutria, Fallopia in Polygonum. V angleškem jeziku ga najdemo pod splošnim izrazom 
''knotweed'' (Zika in Jacobson, 2003).  
 
Latinsko ime za japonski dresnik je Fallopia japonica (Houttuny) L.P. Ronse Decraene & 
Akeroyd iz leta 1988, pogosto sta v uporabi tudi starejša sinonima Reynoutria japonika 
Houttuyn iz leta 1777 in Polygonum cuspidatum Siebold in Zucarini iz leta 1844. V Veliki 
Britaniji mu pravijo japonski dresnik (ang. japanese knotweeed), oslovska rabarbara (ang. 
donkey rhubarb) in ciganska rabarbara (ang. gipsy rhubarb); v Ameriki ga poznajo pod imeni 
mehiški bambus (ang. Mexican bamboo), japonski bambus (ang. Japanese bamboo) in divja 
rabarbara (ang. wild rhubarb) (Balogh, 2008).  
 
Latinsko ime za sahalinski dresnik je Fallopia sachalinensis (Frdr, Schmidt Petrop.) L.P. 
Ronse Decraene in Akeroyd iz leta 1988, pogosto sta v uporabi tudi starejša sinonima 
Reynoutria sachalinensis (Frdr, Schmidt Petrop) Nakai T. Mori iz leta 1922 in Polygonum 
sachalinense Frdr, Schmidt Petrop. ex Maximovicz iz leta 1859. V Veliki Britaniji mu 
pravijo veliki dresnik (ang. giant knotweed), v Ameriki pa sahalinski dresnik (ang. Sakhaline 
knotweed), bambus slonjega ušesa (ang. elephant-ear bamboo), Sacaline in Sakhaline 
(Balogh, 2008). 
 
Latinsko ime za češki dresnik je Fallopia x bohemica (Chrtek & Chrtkova), poimenovanje 
J.P. Baileya iz leta 1989, pogosto sta v uporabi tudi sinonima Reynoutria x bohemica J. 
Chrtek & A. Chrtkova iz leta 1983 in Polygonum x bohemicum (J. Chrtek & A. Chrtkova) 
P.F. Zika & A.L. Jacobson iz leta 2003. Uporabljata se tudi splošni imeni bohemski dresnik 
(ang. Bohemian knotweed) in hibridni dresnik (ang. hybrid knotweed) (Balogh, 2008). 
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2.1.2 Izvor 
 
Domorodna država japonskega dresnika je Azija, kjer je najbolj razširjen na Japonskem, 
Sakhalinu, Kurilskih otokih, Tajvanu, Koreji in severnem delu Kitajske (Mendak in sod., 
2004). V Evropo je bil prinesen leta 1840, kjer je imel okrasno vlogo v botaničnih vrtovih 
Velike Britanije. Družba za agrikulturo in hortikulturo iz Utrechta je japonski dresnik leta 
1847 razglasila za najzanimivejšo okrasno rastlino leta z utemeljitvijo, da združuje lep 
izgled, medicinsko uporabnost, daje senco in zaščito pred vetrom ter ima užitne poganjke in 
liste (Bailey in Conolly, 2000). 
 
V Evropi so bili najdeni štirje taksoni dresnika, od tega dve varianti japonskega dresnika 
(Fallopia japonica (Houtt.) Ronse Decr. var. japonica in var. compacta (Hook. f.) J. P. 
Bailey), sahalinski dresnik (Fallopia sachalinensis (F. Schmidt Petrop.) Ronse Decr.) in 
češki dresnik (Fallopia x bohemica (Chrtek et Chrtková) J. P. Bailey) (Bailey in Conolly, 
2000). Slednji je križanec prejšnjih dveh taksonov in so ga prvič identificirali leta 1983 v 
bližini spa centra Beloves (Mandak in sod., 2004). V raziskavi Rogelj (2015) se izraz 
japonski dresnik nanaša na tipsko varianto japonica.  
 
2.1.3 Botanični opis 
 
Dresnik je robustna, zelnata trajnica grmičaste oblike, katere koreninski sistem seže 2 do 
3 m globoko in se razrašča v radiju 15 do 20 m površine (Pyšek, 2006). Zgodaj spomladi iz 
koreninskih delov poženejo ravni, robustni poganjki, ki dnevno zrastejo do 8 cm. Če jih 
pokosimo, vedno znova zrastejo novi poganjki, ki se v začetku junija razvijejo v votla, 
kolenčasto členjena stebla, ki spominjajo na stebla bambusa. Na površini imajo rdečkaste 
lise in zrastejo do 4 m visoko. Listi so široko-jajčaste oblike, s presekanim dnom, naglo 
zoženim vrhom in zrastejo 5 do 15 cm v dolžino in 10 cm v širino. Veneti začnejo po 
cvetenju, kar se v Sloveniji zgodi konec julija in traja do začetka septembra. Cvetovi so 
enospolni, z zakrnelimi, vendar opaznimi zasnovami drugega spola, belo-zelenkaste barve 
in združeni v latasta socvetja (Frajman, 2008; Seiger in Shaw, 2002). Celotna rastlina, cvetje 
z listi in korenina so lepo razvidni na sliki 1.  
 
V svojem domorodnem okolju se razmnožujejo s pomočjo opraševanja z žuželkami, spolnim 
razmnoževanjem in vegetativnim načinom razmnoževanja (Bailey in sod., 1996). Dresnik 
tvori semena, vendar se iz njih le redko razvijejo nove rastline (Townsend, 1997). Zelo 
uspešen je vegetativen način razmnoževanja, kjer se stebelni členki ukoreninijo in zelo hitro 
tvorijo obsežen koreninski sistem. Iz samoniklih rastlin se razvijejo dvospolne, kot tudi 
ženske rastline. Nova rastlina lahko zraste že iz 5 g korenine (Frajman, 2008). Za razvoj 
nove rastline je zadosten osrednji del korenike, ki se hitro regenerira in razvije v novo 
rastlino (Townsend, 1997).  
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Slika 1: Japonski dresnik (Polygonum cuspidatum Sieb. Et Zucc) (Peng in sod., 2013) 
Legenda: A: prikaz celotne rastline japonskega dresnika. Rumeni puščici nakazujeta stebla, na katerih so 
vidne značilne rdeče lise; B: listi s cvetno zasnovo; C: posušeni prerezi korenine. 
 
2.1.4 Invazivnost 
 
Zaradi visoke zmožnosti vegetativnega razmnoževanja z delčki korenin ali stebelnimi členki 
velja dresnik za eno najbolj invazivnih rastlinskih vrst, ki se nekontrolirano širijo in 
izpodrivajo avtohtone vrste rastlin (Mandak in sod., 2004). Naseljuje se ob železniških 
progah, vlažnih travnatih površinah in na rečnih obrežjih (Zika in Jacobson, 2003). Dresnik 
tvori širok koreninski preplet, ki onemogoča ukoreninjenje in razrast drugih rastlinskih vrst 
ter posledično zmanjšuje biodiverziteto okolja. Korenine vsebujejo alelopatske snovi, ki 
zavirajo kalitev avtohtonih vrst rastlin. Popolna odstranitev korenine je skorajda nemogoča, 
zaradi česar je potrebno posegati po kemičnih preparatih, ki pa pogosto ne učinkujejo na 
dolgi rok. Dresnik je odporen na pomanjkanje sonca, visoko temperaturo, sušo in poplave, 
kar mu še dodatno povečuje zmožnost preživetja (Moravcova in sod., 2011; Murrell in sod., 
2011; Woodward in Quinn, 2011). V Veliki Britaniji so japonski dresnik razglasili za 
rastlino z najbolj škodljivim vplivom v naravi (Townsend, 1997). Od vseh vrst je najbolj 
invaziven češki dresnik (Mandak in sod., 2004). V okolici Washingtona so ugotovili, da je 
češki dresnik tisti, ki najpogosteje uide iz vrtov in se s pomočjo vodnih tokov ali človeka 
(kmetijstvo, gradbena dela) agresivno ukorenini in razraste v naravi (Zika in Jacobson, 2003) 
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2.1.5 Uporabnost  
 
Korenine in poganjki japonskega dresnika se že stoletja uporabljajo v tradicionalni azijski 
medicini kot odvajalo in hrana. Korenike in korenine japonskega dresnika uvrščajo v 
kitajsko farmakopejo, njihovo zdravilnost pa priznava tudi sodobna kitajska medicina. V 
tradicionalni kitajski medicini jih uporabljajo za lajšanje zobobolov, vnetega žrela, pri 
zdravljenju razjed, hemoroidov, kroničnega bronhitisa in drugih bolezni. V sodobni kitajski 
medicini uporabljajo ekstrakt korenine japonskega dresnika v kombinaciji z drugimi zelišči 
za zdravljenje vnetnih bolezni (vključno s hepatitisom in gnojnim dermatitisom), zlatenice, 
opeklin kože, amenoreje in hiperlipidemije (Peng in sod., 2013; Zhang in sod., 2013). Ima 
terapevtski učinek na želodčno membrano, ki jo ščiti pred razjedami, ki nastanejo kot 
posledica stresa, rahlo zavira izločanje želodčne kisline in pri tem ne vpliva na krvni tlak 
(Peng in sod., 2013).  
 
Ekstrakt sahalinskega dresnika ima protimikrobno vlogo in se je izkazal za najučinkovitejše 
sredstvo pri zatiranju bele plesni na kumarah, paradižniku, papriki, jabolkih, begonijah in 
žitih. Etanolni ekstrakt sahalinskega dresnika prodajajo v obliki naravnih formul, ki med 
drugim zatirajo razvoj bakterijskih okužb, rje, bele in sive plesni na rastlinah (Quarles, 
2009).  
 
Zaradi visoke vsebnosti biološko aktivnih komponent je dresnik potencialni vir rastlinske 
biomase, ki bi se lahko uporabljala v medicini in veterini (Patocka in sod., 2017). Predstavlja 
ugoden vir energije, saj z enim hektarjem dresnika dobimo 20-30 ton biomase, katere 
ogrevalna moč je primerjiva z lesom, t.j.18,4 GJ/t (Frantik in sod., 2013). 
 
2.2 FENOLNE SPOJINE 
 
2.2.1 Primarni in sekundarni metaboliti 
  
Rastline sintetizirajo širok spekter organskih spojin, ki jih uvrščamo med primarne in 
sekundarne metabolite. Primarni metaboliti imajo ključno vlogo pri fotosintezi, dihanju, rasti 
in razvoju rastline. Mednje spadajo fitosteroli, nukleotidi, lipidi, aminokisline in organske 
kisline. Sekundarni metaboliti imajo pomembno vlogo pri zaščiti rastline pred rastlinojedci 
in mikrobnimi okužbami, privlačijo opraševalce in živali, ki širijo semena, ščitijo rastlino 
pred UV sevanjem in alelopatskimi snovmi ter prenašajo signale med celicami. V človeški 
prehrani imajo dolgoročen vpliv na zdravje, saj zmanjšajo možnost razvoja raka, srčno-žilnih 
bolezni in diabetesa tipa II (Crotea in sod., 2000; Dewick, 2002).  
 
Glede na izvor lahko razvrstimo sekundarne metabolite v tri skupine: fenolne spojine, 
terpenoide in dušikove alkaloide ter žveplove spojine (Cozier in sod., 2006). V nadaljevanju 
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se bomo osredotočila na fenolne spojine, ki so bile predmet zanimanja v našem 
eksperimentu.  
 
2.2.2 Klasifikacija fenolnih spojin  
 
Odkritih je bilo več kot 8000 fenolnih spojin, ki so široko zastopane v rastlinskem svetu. Za 
njih je značilno, da imajo vsaj en aromatski obroč, na katerega je pripeta ena ali več 
hidroksilnih skupin (Strack, 1997).  
 
Flavonoidi so od vseh fenolnih spojin najbolj široko zastopani v rastlinskem svetu 
(Harborne, 1993). V visokih koncentracijah jih najdemo v listih in lupini sadja, kjer dajejo 
pigment in ščitijo rastlino pred UV žarki. V koreninskem sistemu stimulirajo potek 
nitrogenazne aktivnosti in zvišujejo odpornost celotne rastline (Koes in sod., 1994; 
Pierpoint, 2000). Flavonoidi imajo skupno 15 C-atomov, njihova osnovna struktura (C6-C3-
C6) je flavan oziroma 2-fenilbenzopiran (Sastry, 1993). Ogljikovi atomi so razporejeni v tri 
obroče, imenovane obroč A (benzen), B (benzen) in C (heterocikliči obroč) (Pietta, 2000; 
Rice-Evans in sod., 1996). Osnovna struktura flavonoida je predstavljena v osrednjem delu 
slike 2. Graf in sod. (2005) v svojem delu opisujejo, da se vrste flavonoidov med seboj 
razlikujejo po mestu vezave obroča B in C ter stopnji nasičenosti, oksidacije in hidroksilacije 
obroča C. Po nomenklaturi IUPAC razvrščamo flavonoide v tri glavne skupine: flavonoide, 
izoflavonide in neflavonoide (Rauter in sod., 2018). 
 
 
Slika 2: Osnovna struktura flavonoida in njegove podskupine (povzeto po Nishiumi in sod., 2011) 
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2.2.2.1 Flavonoidi 
 
Flavonoidi (2-fenil-1,4-benzopirani) se glede na oksidacijski status obroča C in njegovo 
derivatizacijo s hidroksilno skupino razvrščajo v različne podskupine: flavane (flavan-3-oli), 
flavone, flavonole (3-hidroksiflavone) in antocianidine/antocianine (antocianidin-3-
glikozide) (Rauter in sod., 2018). V svojo strukturo imajo pogosto vključene številne 
substituente, npr. hidroksilne skupine, metilne in izopentilne skupine, ki povečujejo 
lipofilnost ter sladkorje, ki povečujejo topnost v vodi (Cozier in sod., 2006). 
 
Flavani oz. flavan-3-oli imajo nasičen heterociklični obroč in hidroksilno skupino na atomu 
C3. Katehin, epikatehin, epigalokatehin in teaflavin so najbolj znani predstavniki številnih 
struktur in izomer tega podrazreda flavonoidov (Ignat in sod., 2011). Proantocianidi oz. 
kondenzirani tanini so oligomerne ali polimerne strukture, ki nastanejo z oksidacijsko 
vezavo epikatehina in katehina (Cozier in sod., 2006). Oligomeri, procianidini in 
prodelfinidini so predstavniki proantocianidov, ki jih najdemo v pečkah rdečega grozdja 
(Auger in sod., 2004), medtem ko so pražena semena kakava bogat vir derivatov 
procianidina (Gu in sod., 2004).  
 
Za flavonole oz. 3-hidroksiflavone so značilni nenasičeni heterociklični obroči in kisik na 
atomu C4 ter hidroksilna skupina na atomu C3. Štirje najpomembnejši predstavniki te 
skupine so miricitin, kvercetin, izoramnetin in kamferol. Flavoni se od flavonolov 
razlikujejo po odsotnosti hidroksilne skupine, pri čemer sta luteolin in apigenin njihova 
najpomembnejša predstavnika (Ignat in sod., 2011). Flavonole zaužijemo s številnim 
sadjem, zelenjavo in pijačami, vendar njihova vsebnost niha od vrste, letnega časa in načina 
predelave živila (Cozier in sod., 1997; Hertog in sod., 1994). Flavoni v primerjavi s flavanoli 
niso tako široko zastopani, najdemo jih zgolj v zeleni, peteršilju in nekaterih zeliščih (Gaiten 
in sod., 1989). 
 
Antocianidini oz. antociani so v vodi topni pigmenti, ki se nahajajo v vakuolah celic sadežev 
in cvetja ter jim dajejo rdečo, vijolično ali modro barvo. Barvni odtenek je odvisno od pH-
ja (Ignat in sod., 2011). Najdemo jih tudi v listju, poganjkih, semenih in koreninskem tkivu 
rastlin. Njihova vloga je privabljanje opraševalcev in zaščita rastline pred prekomerno 
svetlobo. Kot zanimivost: v staranem rdečem vinu in vinu porto se pojavljajo encimske 
reakcije, na račun katerih pride do zvišanja koncentracije antocianov, t.i. kopigmentacije. 
Zato lahko ob uživanju takšnega vina pokrijemo dnevno potrebo po fenolnih spojinah 
(Cozier in sod., 2006).  
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2.2.2.2 Izoflavonoidi 
 
Izoflavonoidi (3-fenil-1,4-benzopiran) so spojine, izpeljane iz izoflavanov in izoflavonov 
(Rauter in sod., 2018). Izoflavonoidi se od ostalih flavonoidov razlikujejo po mestu vezave 
obročev B in C (Erlund, 2004). Po strukturi so podobni estrogenom, zato jih občasno 
imenujejo kar fitoestrogeni (D'Archivio in sod., 2007). Večinoma jih najdemo v stročnicah, 
največ jih vsebuje soja (Klejdus in sod., 2007). 
 
2.2.2.3 Neflavonoidi 
 
Neflavonoidi (4-fenil-1,2-benzopiran) so spojine, izpeljane iz neflavana in neflavona 
(Rauter in sod., 2018). Najvidnejši predstavnik neflavonoidov je fenolna kislina (C6-C1), ki 
se vključuje v proces regeneracije poškodovanega rastlinskega tkiva. Njen osnovni gradnik 
je galna kislina, ki je prekurzor hidrolizabilnih taninov, hidroksicimetnih kislin in njihovih 
konjugiranih derivatov - stilbenov (Cozier in sod., 2006).  
 
Hidrolizabilni tanini so sposobni hitre razgradnje na osnovni komponenti, galno in elagovo 
kislino ter se radi vežejo na kolagen v živalski koži, ki jo spremenijo v usnje in preprečujejo, 
da bi začela gniti. Tanini povzročajo krčenje žleze slinavke in vplivajo na okus in teksturo 
živil, kot sta pravi čaj in rdeče vino. Visoke koncentracije taninov v rastlini odvračajo divjad 
od uživanja le-te (Cozier in sod., 2006).  
 
Cimetna kislina je spojina, ki se po fenilpropanoidni poti pretvori v različne 
hidroksicinemate (C6-C3). Najpogostejši predstavniki te skupine so kavna, ferulna in 
kumarna kislina. Konjugirane oblike kavne kisline so pogosto zastopane v sadju in zelenjavi. 
Najdemo jih v zelenih zrnih kave in predstavljajo 10 % vseh snovi mate čaja (Cozier in sod., 
2006).  
 
Stilbeni so polifenoli s strukturno formulo C6-C2-C6. Spadajo v skupino fitoaleksinov, snovi, 
ki jih rastlina proizvaja za obrambo pred bakterijskimi, glivičnimi in virusnimi patogeni. 
Glavni vir stilbenov je jagodna kožica grozdja, vino, soja in izdelki iz arašidov. Najbolj znan 
predstavnik stilbenov je resveratrol, ki se v naravi pojavlja v cis in trans obliki. V rastlinskem 
tkivu je večinoma prisoten trans-resveratrol-3-O-glukozid, znan tudi kot trans-piceid oz. 
polidatin. (Cozier in sod., 2006). Najbolj znan vir resveratrola je rdeče vino. Epidemiološke 
študije so odkrile, da zmerno pitje rdečega vina zmanjšuje verjetnost pojava srčno-žilnih 
bolezni. Zaščitni učinek so kasneje pripisali resveratrolu, ki naj bi zniževal oksidacijo 
holesterola LDL (lipoproteinov z nizko gostoto) in zmanjšal pojavnost ateroskleroze. (Carbo 
in sod., 1999). Visok delež trans-resveratrola in njegovega glukozida je možno zaslediti tudi 
v Itadori čaju, katerega sestavina je posušena korenina japonskega dresnika. Itadori čaj se že 
stoletja uživa na Japonskem in Kitajskem kot tradicionalno zdravilo naravnega izvora, ki 
zmanjšuje možnost pojava srčno-žilnih bolezni in kapi (Burns in sod., 2002).  
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2.2.3 Fenolne spojine v dresniku 
 
Korenina japonskega dresnika je bogat vir bioaktivnih snovi, med katerimi prevladujejo 
stilbeni (resveratrol, polidatin) in antrakinoni (emodin, parietin). Antrakinoni so pogosto 
zastopani v višjerazvitih rastlinah, kjer ščitijo rastlino pred herbivori, patogenimi organizmi, 
kompetitivnimi rastlinami in abiotskimi faktorji (svetloba). Najbolj znana predstavnika 
antrakinonov sta njegova derivata, emodin in parietin. V korenini japonskega in češkega 
dresnika so zasledili tri različne predstavnike antrakinonov, povezane v novo odkrito 
spojino. Poleg zgoraj navedenih snovi so v korenini japonskega dresnika določili še 
predstavnike flavan-3-olov (katehin, epikatehin), hidroksiantrakinonov (krisofanol, rein) in 
derivate antrakinonov (emodin-8-O-ß-D-glukozid, emodin-6-eter in emodin-8-monoetil eter) 
(Chen in sod., 2013; Fan in sod., 2009; Piola in sod., 2013; Vrchotova in sod., 2007; Rogelj, 
2015). V japonskem dresniku so prisotni hidrolizabilni tanini, ki pa so kancerogeni za 
človeka (Lewis in Elvin-Lewis, 1977). 
 
V korenini sahalinskega dresnika prevladujejo glukozidi fenilpropanoidov (Fan in sod., 
2009, Piola in sod., 2013). V mladih poganjkih sahalinskega dresnika, obranega na Češkem, 
so določili emodin, parietin in derivat glikozida 9,10-antrakininona, ki jim pripisujejo 
alelopatske lastnosti ter flavane (katehin, epikatehin) in stilbene (polidatin). Mladi poganjki 
so po sestavi zelo podobni koreniki dresnika, zato jih lahko primerjamo med sabo 
(Vrchotova in sod., 2007). V socvetju sahalinskega dresnika so določili predstavnika 
flavanolov - kvercetin (Rogelj, 2015).  
 
V mladih poganjkih češkega dresnika so določili stilbene (resveratrol, polidatin) in flavan-
3-ole (katehin, epikatehin) (Vrchotova in sod., 2007). Češki dresnik je križanec japonskega 
in sahalinskega dresnika, kar pomeni, da ima zelo raznolik spekter stilbenov in antrakinonov. 
Po vsebnosti fitokemikalij je veliko bolj podoben japonskemu dresniku, vendar so v njem 
zasledili tudi predstavnike antrakinonov, ki jih ni v japonskem dresniku, so pa zastopani v 
sahalinskem dresniku (Piola in sod., 2013; Rogelj, 2015).  
 
2.2.4 Antioksidativne lastnosti fenolnih spojin  
 
Antioksidanti so snovi, ki z odstranjevanjem prostih radikalov upočasnijo, inhibirajo ali 
preprečijo oksidacijo makromolekul v živih organizmih. Oksidativni stres je neuravnoteženo 
stanje, do katerega pride zaradi povečane količine visoko reaktivnih prostih kisikovih ali 
dušikovih radikalov (ROS/RNS). Najpomembnejši predstavniki ROS/RNS so superoksidni 
anioni, vodikov peroksid, hidroksilni radikali in peroksinitriti. Če presežejo endogeno 
kapaciteto antioksidantov, lahko pride do oksidacije encimov, beljakovin, DNA in lipidov 
(Ames in sod., 1993).  
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Fenolne spojine veljajo za močnejše antioksidante, kot vitamin C, vitamin E in karotenoidi 
(Rice-Evans in sod., 1995, 1996). So vsaj delno zaslužne za obratnosorazmerno povezavo 
med uživanjem sadja in zelenjave ter oksidativnim stresom, ki je eden od glavnih 
povzročiteljev zgodnjega staranja, razvoja srčno-žilnih bolezni, raka in osteoporoze 
(Scalbert in sod., 2005; Hollman in Katan, 1999). Antioksidativne lastnosti fenolnih spojin 
potekajo po štirih različnih mehanizmih: odstranjevanje ROS/RNS, vezava kovin, inhibicija 
encimov, ki sodelujejo pri tvorbi prostih radikalov ali regulacija antioksidativne zaščite 
celice (Cotelle, 2001). Kemijska struktura fenolnih spojin je idealna za lovljenje ROS/RNS, 
saj imajo hidroksilno skupino, ki je nagnjena k doniranju vodikovih atomov ali elektronov 
in obsežen sistem konjugiranih aromatskih obročev, ki so zmožni delokalizacije nesparjenih 
elektronov (Dziedzic in Hudson, 1983).  
 
2.2.5 Protimikrobni učinek flavonoidov 
 
Flavonoidi so biološko aktivne komponente s širokim spektrom delovanja. Med drugim jim 
pripisujejo protibakterijsko, protivirusno, protivnetno, protialergično in antioksidativno 
delovanje ter zavirajo tvorbo in razvoj rakastih celic (Wu in sod., 2013). 
 
Vedno večji negativni učinki antibiotikov na človeško zdravje in okolje povečujejo 
zanimanje za nova protimikrobna sredstva. Flavonoidi, pridobljeni iz rastlin ali kot del 
stranskih proizvodov v industriji so cenovno ugoden vir, ki bi se lahko uporabljal v živilski 
in farmacevtski industriji. Antibakterijska aktivnost flavonoidov naj bi bila povezana z 
njihovo kemijsko strukturo, predvsem s številom in položajem metoksilnih in hidroksilnih 
skupin (Wu in sod., 2013). Imajo sposobnost interakcije s celično membrano bakterij in 
vplivajo na njihovo bioaktivnost (Oteiza in sod., 2005).  
 
Tudi flavonoidom v japonskem dresniku predpisujejo protibakterijsko delovanje. S pomočjo 
vrstične elektronske mikroskopije so opazovali vpliv v dresniku najbolj raziskanih 
flavonoidov, polidatina in emodina, na membrano bakterijske celice. Predlaganih je bilo več 
različnih mehanizmov, preko katerih naj bi flavonoidi dresnika oslabili bakterijsko celico. 
Aktivne komponente naj bi z vezavo na celično površino ali inhibicijo membranskih 
encimov oslabile fosfolipidni dvosloj in prodrle do ciljnega mesta v celici. V notranjosti 
bakterijske celice naj bi inhibirale gibanje protonov, prenos elektronov vzdolž dihalne 
verige, oksidirale substrate ali inhibirale transport energije v celici. Posledica tega je 
onemogočen potek oksidativne fosforilacije, preprečen aktivni transport,  izguba bazalnih 
metabolitov in motnje v sintezi DNA, RNA, proteinov, lipidov in polisaharidov bakterijske 
celice (Shan in sod., 2008).  
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2.3 IZBRANI MIKROORGANIZMI  
 
2.3.1 Bakterije vrste Escherichia coli 
 
Bakterije lahko razvrstimo v dve skupini: gramnegativne in grampozitivne bakterije. 
Gramnegativne bakterije se po procesu barvanja z metilvijolično in kasnejšim spiranjem z 
etanolom (t.i. metoda barvanja po Gramu) razbarvajo, medtem ko grampozitivne bakterije 
ostanejo obarvane vijolično. Vzrok za razbarvanje/obarvanje bakterij leži v različni sestavi 
celične stene (Madigan in sod., 2015). 
 
Celična stena gramnegativnih bakterij je tanjša in je sestavljena iz dveh do štirih plasti 
peptidoglikanov. Obdaja jo celična membrana, v katero so vgrajeni lipopolisaharidi, na njih 
pa pripeti lipoproteini. Med celično steno in membrano se nahaja periplazma, prostor, v 
katerem se zadržujejo številni celični proteini, ki zaradi zunanje membrane ne morajo 
zapustiti celice. Manjše molekule lahko prehajajo v/iz celice skozi proteinske kanale - 
porine, ki so vgrajeni v zunanjo membrano celice. Za toksičnost gramnegativnih bakterij so 
odgovorne strukture v lipopolisaharidnem sloju, med katerimi je najbolj znan lipid A. Spada 
med endotoksine, ki pri človeku povzročajo številne gastrointestinalne nevšečnosti. Najbolj 
znani patogeni predstavniki so bakterije rodov Salmonella, Shigella in Escherichia 
(Madigan in sod., 2015). 
 
Baktrije vrste Escherichia coli so gramnegativne, paličaste, fakultativno anaerobne, 
koliformne bakterije, ki živijo v črevesju človeka in živali. Poznamo različne seve bakterij 
vrste E. coli, ki jih razvrščamo na nevirulentne in virulentne. Nevirulentni sevi so del 
normalne človeške mikrobiote, medtem ko virulentni sevi povzročajo črevesne in 
zunajčrevesne okužbe pri ljudeh in živalih. Bakterijski toksini se med sabo razlikujejo po 
toplotni stabilnosti, medtem ko same bakterije rastejo med 2,5 in 45,5 °C, nekatere celo v 
kislem okolju. Prenos okužbe z bakterijami vrste E. coli je lahko posredno ali neposredno 
fekalno-oralen. Okužba se najpogosteje prenaša z onesnaženimi živili, vodo ali neposrednim 
dotikom. (Madigan in sod., 2015; NIJZ, 2015). Med živili so najpogosteje problematični 
surovi ali termično slabo obdelani mesni izdelki, surovo mleko in mlečni izdelki ter 
nepasteriziran, sveže iztisnjen jabolčni sok. Problematična je lahko tudi s fekalijami 
onesnažena zelenjava, sadje in voda. Prvi simptomi okužbe so trebušni krči in diareja, ki 
lahko napreduje v hemoragični kolitis. Prisotna sta lahko tudi bruhanje in zvišana telesna 
temperatura. Inkubacijska doba je tri do osem dni, pri čemer večina pacientov okreva v roku 
desetih dni. Ogrožene skupine so predvsem otroci in starostniki, pri katerih lahko okužba 
privede do življenjsko ogrožajoče bolezni - hemolitični uremični sindrom. Za bolezen je 
značilna akutna odpoved ledvic, hemolitična anemija in nizka raven trombocitov. Bolezen 
je najpogostejši vzrok za akutno odpoved ledvic pri otrocih (WHO, 2018).  
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2.3.2 Bakterije vrste Listeria monocytogenes 
 
Grampozitivne bakterije imajo debelo in trdno celično steno, ki je sestavljena iz več 40 plasti 
peptidoglikanov. V celično steno imajo pogosto vključeno teihoično kislino, ki je zaslužna 
za transport ionov Ca2+ in Mg2+ ter ima pomembno vlogo pri adheziji bakterij na podlago. 
V primerjavi z gramnegativnimi bakterijami nimajo prisotne celične membrane (Madigan in 
sod., 2015).  
 
Eden izmed predstavnikov grampozitivnih bakterij so bakterije vrste Listeria 
monocytogenes. So katalaza-pozitivne paličaste bakterije in fakultativni anaerobi, ki tvorijo 
verige iz treh do petih celic. Najdemo jih v zemlji, vodi, odplakah, iztrebkih ljudi, domačih 
in divjih živali. Povzročajo listeriozo, oportunistično okužbo, ki ogroža predvsem rizične 
skupine ljudi. Pojavljajo se sporadično, pri čemer so najpogostejši viri okužbe 
predpripravljena živila, siri in salame. Bakterije vrste Listeria monocytogenes najraje živijo 
v hladnem, vlažnem okolju (v hladilniku na onesnaženi površini in na živilih) in se 
razmnožujejo v temperaturnem območju med 0 in 44 °C (Madigan in sod., 2015; NIJZ, 2017; 
Adamič in sod., 2003). 
 
2.3.3 Kvasovke vrste Candida albicans 
 
Kvasovke rodu Candida so enocelični, evkariontski mikroorganizmi, ki se razmnožujejo z 
multilateralnim brstenjem. Zmožne so tvoriti tako psevdomicelij kot tudi pravi micelij. 
Nekatere vrste ne fermentirajo ogljikovih hidratov, druge pa samo glukoze ne. Sposobne so 
rasti pri temperaturah pod 0 °C, pri nizkem pH ali pri visoki vsebnosti soli. Pogosto kvarijo 
mesne izdelke in oblikujejo mreno na površini razsolic. Kvasovke vrste Candidan tropicalis 
se pogosto naselijo na svežem mesu govedi in perutnine, kvasovke vrste C. albicans pa so 
patogene za ljudi in živali (Adamič in sod., 2003). Kvasovke vrste C. albicans so 
oportunistično patogene za ljudi z oslabljenim imunskim sistemom (rak, transplantacija 
organov, virus HIV) in se razraščajo v ustih (oralna kandidoza), nožnici ali črevesju človeka. 
Imajo dobre adhezijske lastnosti in tvorijo biofilm, kar jim še dodatno poveča odpornost 
proti protiglivičnim sredstvom (Oliva in sod., 2013).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Rastlinski material 
 
Pri svojem delu smo uporabili liofilizirane vzorce olupkov korenin japonskega, sahalinskega 
in češkega dresnika. Priprava liofiliziranih vzorcev je bila opravljena v sklopu magistrskega 
dela Korenčan (2018). Na kratko, korenine vseh taksonov dresnikov so po obiranju še isti 
dan osušili, jih očistili blata in olupili. Vodo so z olupkov odstranili z enodnevno liofilizacijo, 
liofilizirane vzorce pa zmleli s pomočjo kavnega mlinčka. Tako pripravljene vzorce smo 
hranili zaprte v plastičnih epruvetah v zamrzovalniku pri -15 °C. 
 
Opis vzorcev: 
 olupek korenine japonskega dresnika (obran 8. 5. 2015 okrog 8. ure na lokaciji 
Slovenija, Ljubljana, Vrhovci, Cesta Dolomitskega odreda, most čez Gradaščico, 
levi breg Gradaščice), 
 olupek korenine sahalinskega dresnika (obran 11. 5. 2015 okrog 8. ure na lokaciji 
Slovenija, Ig pri Ljubljani, ZPKZ IG. Zavod za prestajanje kazni zapora Ig (ženski), 
Na Grad 25), 
 olupek korenine češkega dresnika (obran 6. 5. 2015 okrog 12. ure na lokaciji 
Slovenija, Ljubljana, Rožna dolina, cesta XV (83), v okolici Oddelka za gozdarstvo 
Biotehniške fakultete). 
 
3.1.2 Kemikalije 
 
 4 % acetonitril (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Bakterijski rastni indikator p-iodo-nitro-tetrazolium violet (INT) (Sigma-Aldrich, 
Nemčija) 
 96 % etanol (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 0,85 % H3PO4 (Merck, Nemčija) 
 2,2-difenil-1-pikril-hidrazil (DPPH•) (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Destilirana voda 
 Folin-Ciocalteau (F-C) reagent (Fluka, Nemčija)  
 Fiziološka raztopina: kalijev dihidrogen fosfat (K2PO4) (Merck, 1.04873.0250, 
Nemčija), pripravljen po navodilih proizvajalca. 
 Klorogenska kislina (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Metanol (Merck, Nemčija) 
 Natrijev karbonat (Na2CO3) (Merck, Nemčija) 
 2 % ocetna kislina (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
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 Troloks (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 
3.1.3 Mikroorganizmi 
 
 Escherichia coli ŽM370 (ATCC 11229, Inštitut za varovanje zdravja RS, KG, 
7/1/98) 
 Listeria monocytogenes ŽM509 (sev Veterinarske fakultete) 
 Candida albicans ZIM2202 (ATCC 10261, izolirano iz okuženega nohta pacienta) 
 Bacillus cereus ŽMJ164 (WSBC 10530) 
 Salmonella enterica Typhimurium ŽM375 (ATTC 14028, Inštitut za varovanje 
zdravja RS, K1, 7/1/98) 
 
3.1.4 Mikrobiološka gojišča 
 
 Gojišče triptični soja agar (TSA) (Biolife, 4021502, Italija) 
 Gojišče triptični soja bujon (TSB) (Biolife, 4021552, Italija) 
 Gojišče s kvasnim ekstraktom, peptonom in glukozo (YPD) (Sigma-Aldrich, 
1002275637, Nemčija) 
 Gojišče Bacillus cereus agar base (PEMBA) (Biolife, 4011122, Italija) 
 Selektivno gojišče s triptonom, žolčnimi solmi in kromogenom (TBX) (Merck, 
1.16122.0500, Nemčija) 
 Gojišče oksitetraciklin kvasni ekstrakt (OGY) (Biolife, 4018382, Italjija) 
 Selektivno gojišče za izolacijo bakterij vrste Listeria monocytogenes (ALOA) 
(Biolife, 4016052, Italija) 
 Selektivno gojišče za izolacijo bakterij rodov Salmonella in Shigella (SS Agar) 
(Biolife, 4020752, Italija) 
 
Vsa gojišča smo pripravili po navodilih proizvajalca. 
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3.1.5 Laboratorijska oprema  
 
Laboratorijska oprema, ki smo jo uporabljali pri eksperimentalnem delu, je navedena v 
preglednici 1. 
 
Preglednica 1: Laboratorijska oprema 
Oprema Oznaka Proizvajalec 
Avtoklav Serija 1-61-137 Sutjeska, Srbija 
Avtoklav Tip 500 × 700 Sutjeska, Srbija 
Centrifuga ROTANTA 460R Hettich Zentrifugen, Nemčija 
Centrifuga 322B Tehtnica, Slovenija 
Digestorij Tip 382 Med-lab Rauh, Slovenija 
Inkubator I-15C Kambič, Slovenija 
Magnetno mešalo RCT basic IKA – Werke, Nemčija 
Mikrovalovna pečica Cookgrill 1300 Sanyo, Japonska 
Naprava HPLC  Agilent Series 1100 Agilent Technologies, ZDA 
Rotavapor R-210 Büchi, Švica 
Spektrofotometer HP-8453 Hewlett- Packard, ZDA 
Spektrofotometrični čitalec 
mikrotitrskih ploščic 
Stomacher® 400 Lab blender Seward, Anglija 
Tehtnica na kemiji AT 201 Metler-Toledo, Švica 
Termoblok Thermomixer comfort MTP Eppendorf, Francija 
UZ kopel Sonorex TK 52 Bandelini, Nemčija 
Vrtinčnik – vorteks MS3 basic IKA – Werke, Nemčija 
Vrtinčnik – vorteks TTS 2, tip T Yelowline, Nemčija 
 
Ostala laboratorijska oprema, ki smo jo uporabljali pri izvedbi eksperimentalnega dela, je 
zajemala epruvete, centrifugirke, viale, polistirenske kivete za enkratno uporabo s 
prostornino 1,5 mL, steklene čaše, steklene bučke, merilne valje, steklenice za pripravo 
gojišč, pipete in nastavke za pipete znamke Eppendorf (Francija), kapalke, gazo, Alu-folijo, 
cepilne zanke za enkratno uporabo, gorilnik, mikrotitske ploščice, stojalo za epice, stojalo 
za epruvete, škarje, parafilm in 70 % etanol za razkuževanje delovne površine.  
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3.2 METODE  
 
3.2.1 Shema dela 
 
Na sliki 3 so predstavljeni ključni koraki pri opravljanju eksperimentalnega dela. 
 
 
Slika 3: Shematski prikaz eksperimentalnega dela 
 
3.2.2 Priprava etanolnega ekstrakta olupka korenin japonskega, sahalinskega in 
češkega dresnika  
 
Etanolne ekstrakte olupka korenin vseh treh taksonov dresnika (japonskega, sahalinskega in 
češkega) smo pripravljali po enakem postopku.  
 
Postopek:  
V dve centrifugirki smo zatehtali po 2,5 g liofiliziranega in homogeniziranega posameznega 
vzorca korenine dresnika in jima dodali po 15 mL 96 % etanola. Obe centrifugirki smo dobro 
premešali in dali za 30 min v UZ kopel (Bandelini, Sonorex TK 52). Nato smo vzorce 10 
min centrifugirali v centrifugirki (Hettich Zenrifugen, ROTANTA 460R) pri 22 °C pri 17290 
rpm. Dobljeni supernatant smo preko gaze prelili v merilni valj in odčitali prvo prostornino. 
Priprava etanolnega 
ekstrakta olupka 
korenin japonskega, 
sahalinskega in 
češkega dresnika
Kemijska 
karakterizacija 
ekstraktov dresnika 
Določanje 
antoksidativne 
učinkovitosti z 
radikalom DPPH•
Določanje skupnih 
fenolnih spojin
Določanje 
posameznih 
fenolnih spojin z 
metodo HPLC
Iskanje ustrezne 
metode za določanje 
vrednosti MIC 
ekstraktov z 
izbranimi 
mikroorganizmi
Metoda 
razredčevanja v 
mikrotitrski ploščici 
z vizualnim 
določanjem 
vrednosti MIC
Potrditev vrednosti 
MIC z metodo štetja 
kolonij na trdnem 
gojišču TSB
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Po odčitanju smo supernatant prelili v stekleno bučko, ki smo jo predhodno stehtali in zavili 
v Alu-folijo. Na usedlini obeh centrifugirk smo ponovno dolili po 15 mL 96 % etanola in 
ponovili prej omenjeni postopek. Dobljeni supernatant smo po centrifugi prelili preko gaze 
v merilni valj, kjer smo odčitali drugo prostornino in v stekleni bučki združili s prvim 
supernatantom.  
 
Takoj po ekstrakciji smo etanol v supernatantu izparevali na rotavaporju (Büchi Swizerland, 
R-210) z nastavitvami T = 40 °C, obrati = 4, Pzačetni = 131 mbar, Pkončni = 85 mbar, Pcont = 
23 mbar. Po izparevanju je na stenah steklene bučke ostal trden ekstrakt olupka korenine 
dresnika. Le-tega smo stehtali in ga raztopili v tolikšni prostornini 96 % etanola, da smo 
dobili etanolni ekstrakt olupka korenine dresnika (nadalje: ekstrakta dresnika) s 
koncentracijo 600 mg/mL. Ekstrakt dresnika smo prenesli v epico, ovito z Alu-folijo in ga 
do nadaljnjega hranili v zamrzovalniku pri -15 °C.  
 
3.2.3 Določanje antioksidativne učinkovitosti z radikalom DPPH• 
 
DPPH• je stabilen radikal z organskim dušikom, ki  reagira z antioksidanti. Pri tem se tvori 
reducirana oblika DPPH2, kar povzroči spremembo barve iz vijolične v rumeno. Zmanjšanje 
absorbance je tako premosorazmerno koncentraciji antioksidantov v vzorcu. Absorbanco 
smo merili pri 517 nm (Holtz, 2008).  
 
Priprava: 
 1,06 mM raztopino troloksa smo pripravili v 20 mL stekleni čaši, v katero smo 
zatehtali 2,66 mg troloksa in ga raztopili v 10 mL metanola. 
 0,11 mM raztopino DPPH• smo pripravili v 100 mL stekleni čaši, kjer smo raztopili 
3,08 mg radikala v 72 mL metanola in vse skupaj mešali z magnetnim mešalom 20 
minut. Raztopino DPPH• smo med mešanjem zaščitili z Alu-folijo in jo pripravili 
vsak dan posebej, saj je precej nestabilna. 
 2 % ocetno kislino smo pripravili v 200 mL stekleni bučki, kjer smo zamešali 4 mL 
ocetne kisline s 196 mL destilirane vode. Po uporabi smo jo hranili v hladilniku za 
sledeče eksperimente.  
 100-krat razredčene vzorce smo pripravili tako, da smo v epicah zamešali 5 µL 
ekstrakta japonskega, sahalinskega in češkega dresnika ter 495 µL 2 % ocetne 
kisline. 
 
Umeritvena krivulja s troloksom: 
Pri pripravi umeritvene krivulje smo kot standard uporabili 1,063 mM raztopino troloksa. 
Meritve smo izvajali v dveh ponovitvah. V centrifugirke smo odpipetirali od 10 μL do 70 μL 
standardne raztopine in jih dopolnili do končne prostornine 70 μL z 2 % ocetno kislino. V 
tako pripravljene raztopine smo dodali po 1,00 mL metanolne raztopine DPPH• in dobro 
premešali. Po eni uri (sobna temperatura, tema) smo s spektrofotometrom (Hewlet-Peckard, 
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HP-8453) izmerili absorbanco vzorcev pri valovni dolžini 517 nm. Slepi vzorec smo 
pripravili enako, le da smo namesto standardne raztopine dodali 70 μL 2 % ocetne kisline. 
Absorbanca slepega vzorca mora biti okrog 1, kar smo preverili že v samem začetku. Za 
izdelavo umeritvene krivulje smo potrebovali naslednje podatke o troloksu: 
 
Mtroloks = 250,29 g/mol 
m = 2,66 mg 
V = 10 mL  
n = 0,000010627 mol 
czaložna raztopina = 1,063 mM 
 
Za vsako koncentracijo troloksa smo izračunali povprečje absorbanc dveh ponovitev (enačba 
1), razliko absorbanc slepega vzorca in povprečne absorbance (enačba 2) in koncentracijo 
troloksa v kiveti, za kar smo potrebovali podatek o množinski koncentraciji založne 
raztopine (enačba 3). Na podlagi dobljenih izračunov smo v programu Excel izrisali 
umeritveno krivuljo za standardno raztopino troloksa (priloga A) in določili enačbo premice, 
ki smo jo kasneje uporabili za izračun antioksidativne učinkovitosti (AOU) ekstraktov 
dresnika.  
 
𝐴1 + 𝐴2
2
= ?̅?                                                                                                                       …(1) 
 
𝐴sl − ?̅? = ∆𝐴                                                                                                                       …(2)  
 
𝑉troloks (mL) × 𝑐založna raztopina (mM)
𝑉končni (mL)
= 𝑐troloksa v kiveti (mM)                                                           …(3)              
 
A1 … absorbanca prve ponovitve 
A2 … absorbanca druge ponovitve 
Ā … povprečna absorbanca 
Asl … absorbanca slepega vzorca  
ΔA … razlika absorbance slepega vzorca in povprečne absorbance obeh ponovitev 
ctroloksa v kiveti … množinska koncentracija troloksa v kiveti  (mM) 
czaložna raztopina … množinska koncentracija troloksa v založni raztopini (mM) 
Vtroloks … prostornina troloksa pri izmerjeni absorbanci (mL) 
Vkončni … prostornina raztopine v centrifugirki po dodani 2 % ocetni kislini (mL) 
 
Analiza vzorcev:  
Eksperiment smo izvedli v dveh ponovitvah, pri čemer smo v epicah zmešali po 20 µL 100-
krat razredčenega vzorca in 50 µL 2 % ocetne kisline. Na koncu smo v vse epice dodali po 
1 mL raztopine DPPH•, premešali z vorteksom in pustili eno uro (tema, sobna temperatura). 
Nato smo s spektrofotometrom (Hewlet-Packard, HP-8453) izmerili absorbanco pri 517 nm. 
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Slepi vzorec smo pripravili enako, le da smo namesto ekstrakta dodali 70 μL 2 % ocetno 
kisline. Absorbanca slepega vzorca mora biti okrog 1, kar smo preverili že v samem začetku.  
 
Antioksidativno učinkovitost vzorca, izraženo kot troloksu ekvivalentna antioksidativna 
učinkovitost (TEAC), smo izračunali za vsako ponovitev posebej. Najprej smo izračunali 
razliko med absorbanco slepega vzorca in absorbanco ene od ponovitev ekstrakta (enačba 4) 
in dobljeno razliko delili z naklonom umeritvene krivulje troloksa (enačba 5). Tako smo 
dobili vrednost TEAC v kiveti, ki smo jo preko enačbe (6) preračunali v vrednost TEAC v 
osnovnem ekstraktu dresnika. Nato smo izračunali povprečno vrednost TEAC za vsak 
ekstrakt dresnika (enačba 7).  
 
𝐴sl − 𝐴p =  𝛥𝐴p                                                                                                                …(4) 
 
𝛥𝐴p
k
= TEACv kiveti(mM)                                                                                                     …(5) 
 
TEACv kiveti (mM) × R × 𝑉končni (mL) 
𝑉vzorca (mL)
= TEACv ekstraktu(mM)                                                  …(6) 
 
TEAC1 (mM) + TEAC2 (mM)
2
= TEAC (mM)                                                                                         …(7) 
 
Ap … absorbanca ene od ponovitev ekstrakta 
ΔAp … razlika med absorbanco slepega vzorca in absorbanco ene od ponovitev ekstrakta  
k … naklon premice umeritvene krivulje troloksa 
R … redčitveni faktor ekstrakta  
TEAC … troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost (ang. trolox equivalent 
antioxidant capacity) (mM) 
TEAC1 … troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost vzorca prve ponovitve (mM) 
TEAC2 … troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost vzorca druge ponovitve (mM) 
TEACv kiveti … troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost vzorca v kiveti (mM) 
TEACv ekstraktu … troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost vzorca v ekstraktu 
(mM) 
Vvzorca … prostornina 100-krat razredčenega vzorca v centrifugirki (mL) 
 
3.2.4 Določanje skupnih fenolnih spojin  
 
Določitev skupnih fenolnih spojin s spektrofotometrično metodo po Singletonu in Rossiju 
(1965) je relativno enostavna metoda, saj vzorec ne zahteva posebne priprave. V alkalni 
raztopini  oksidirajo fenolne spojine s Folin-Ciocalteaujevim (F–C) reagentom v modro 
obarvano spojino, ki ima absorpcijski maksimum pri 765 nm. Absorbanco pri tej valovni 
dolžini merimo spektrofotometrično in je premosorazmerna količini skupnih fenolnih spojin 
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v vzorcu. Sami smo uporabljali modificirano metodo, saj smo za standard namesto galne 
kisline uporabljali klorogensko kislino in absorpcijski maksimum izmerili pri 746 nm (Prior 
in sod., 2005)..  
 
Priprava: 
 0,88 mM raztopino klorogenske kisline smo pripravili v 50 mL stekleni čaši, v katero 
smo zatehtali 7,8 mg klorogenske kisline in jo raztopili v 25 mL metanola. 
 2 % raztopino natrijevega karbonata (Na2CO3) smo pripravili v 100 mL stekleni čaši, 
v katero smo zatehtali 2 g Na2CO3 in ga raztopili z 8 g destilirane vode. Po uporabi 
smo raztopino hranili v hladilniku. 
 F-C reagent smo razredčili z destilirano vodo v prostorninskem razmerju 1:2.  
 10-krat redčene vzorce smo pripravili tako, da smo v epicah zamešali po 50 µL 
ekstrakta japonskega, sahalinskega in češkega dresnika in 450 µL 2 % ocetne kisline. 
Razredčene vzorce smo do nadaljnjega hranili v zamrzovalniku pri -15 °C.  
 
Umeritvena krivulja s klorogensko kislino:                                                                                                          
Pri pripravi umeritvene krivulje smo kot standard uporabili 0,88 mM klorogensko kislino. 
Meritve smo izvajali v dveh ponovitvah. V centrifugirke smo odpipetirali od 25 μL do 
175 μL standardne raztopine in jih z 2 % ocetno kislino dopolnili do končne prostornine 725 
μL ter dobro premešali. V vse centrifugirke smo dodali po 125 μL razredčenega F-C reagenta 
in po natanko petih minutah še 125 μL 2 % raztopine Na2CO3. Vsebino centrifugirk smo 
dobro premešali in po eni uri inkubacije (sobna temperatura, tema) prelili v 1,5 mL 
polistirenske kivete. Absorbanco raztopin smo izmerili s spektrofotometrom (Hewlet-
Packard, HP-8453) pri valovni dolžini 746 nm. Slepi vzorec smo pripravili enako, le da smo 
namesto standardne raztopine dodali 725 μL 2 % ocetno kisline. Z njim smo 
spektrofotometer nastavili na A = 0. Za izdelavo umeritvene krivulje smo potrebovali 
naslednje podatke o klorogenski kislini: 
 
Mklorogenske kisline = 354,81 g/mol 
m = 7,8 mg 
V = 25 mL 
n = 2,19836E-05 mol 
czaložna raztopina = 0,88 mM 
 
Koncentracije klorogenske kisline v kiveti smo izračunali po enakem postopku kot 
koncentracije troloksa v kiveti za določanje AOU ekstraktov. Na podlagi dobljenih 
izračunov smo v programu Excel izrisali umeritveno krivuljo za standardno raztopino 
klorogenske kisline (priloga B) in določili enačbo premice, kar smo jo kasneje uporabili za 
izračun skupnih fenolnih spojin v ekstraktih dresnika. 
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Analiza vzorcev: 
Določitev smo izvedli v dveh ponovitvah, pri čemer smo v epice odpipetirali po 10 μL 10-
krat razredčenega vzorca in jih dopolnili do končne prostornine 725 μL z 2 % ocetno kislino. 
Nato smo dodali 125 μL razredčenega F-C reagenta ter dobro premešali. Po natanko petih 
minutah smo dodali po 125 μL 2 % raztopine Na2CO3 in še enkrat premešali. Vsebino 
centrifugirk smo po eni uri inkubacije na sobni temperaturi prelili v 1,5 mL polistirenske 
kivete. Absorbanco vzrocev smo izmerili s spektrofotometrom (Hewlet-Packard, HP-8453)  
pri valovni dolžini 746 nm. Slepi vzorec smo pripravili enako, le da smo namesto ekstrakta 
dodali 725 μL 2 % ocetne kisline. Vsebnost skupnih fenolnih spojin v vzorcih smo izrazili 
kot ekvivalent klorogenske kisline in jih izračunali po enakem postopku kot TEAC 
ekstraktov.  
 
3.2.5 Določanje posameznih fenolnih spojin z metodo HPLC 
 
V ekstraktih japonskega, sahalinskega in češkega dresnika smo določali štiri različne fenolne 
spojine: katehin, epikatehin, polidatin in resveratrol. V primeru resveratrola se izraz nanaša 
na trans obliko omenjene fenolne spojine. Pri tem smo uporabljali tekočinsko 
kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC) z detektorjem s serijo diod (DAD). Gre za 
separacijsko metodo, pri kateri je vzorec raztopljen v tekočem topilu, imenovanem mobilna 
faza. Snovi vzorca se s pomočjo mobilne faze in visokega tlaka različno dolgo zadržujejo na 
stacionarni fazi kolone. Vsaka izmed prisotnih snovi ima drugačen retencijski čas, t.j. čas, 
ki ga analit potrebuje, da prepotuje po koloni do detektorja (Žorž, 1991). Detektor DAD 
zbira absorpcijski spekter ultravijolične in vidne svetlobe, ki jo oddaja analit, ko potujejo 
skozi napravo HPLC. Polikromatski žarek potuje skozi pretočno cev do rešetke, ki svetlobo 
razprši na različne valovne dolžine, katerih inteziteto merijo fotodiode. Na podlagi tega 
lahko željene komponente vzorca identificiramo in kvantitativno ovrednotimo (Thermo 
Scientific, 2012). 
 
Priprava:  
 Mobilno fazo smo pripravili v 20 mL stekleni čaši, kjer smo zmešali 400 µL 4 % 
acetonitrila in 9,6 mL 0,85 % H3PO4 in tako dobili 10 mL mobilne faze.  
 10-kratne razredčitve ekstraktov dresnika smo pripravili tako, da smo v epice 
zamešali 50 µL ekstrakta dresnika s koncentracijo 600 mg/mL in 450 µL 96 % 
etanola. 
 100-kratne razredčitve vzorcev smo pripravili tako, da smo v epice zmešali po 50 µL 
10-krat razredčenega ekstrakta dresnika in 450 µL mobilne faze. 
 1000-kratne razredčitve vzorcev smo pripravili tako, da smo v epice zmešali po 5 µL 
10-krat razredčenega ekstrakta dresnika in 495 µL mobilne faze. 
Razredčene ekstrakte smo hranili v zamrzovalniku pri -15  °C. 
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Analiza vzorcev: 
Da smo odstranili morebitne oborine, ki so nastale pri mešanju z mobilno fazo, smo 100- in 
1000-krat redčene vzorce 10 min centrifugirali. Vzorce smo nato prenesli v viale, na katere 
smo predhodno zapisali vrsto dresnika in razredčitev, ter jih namestili na ustrezno mesto v 
napravi HPLC (Agilent Technologies, Agilent Series 1100). Vsebnost izbranih polifenolov 
smo izmerili pri naslednjih retencijskih časih: katehin (17,6 min; 280 nm), epikatehin (23,1 
min; 280 nm), polidatin (29,0 min; 306 nm) in resveratrol (37,6 min, 306 nm). 
 
S pomočjo enačbe (8) smo izračunali masno koncentracijo posameznih fenolnih spojin v 
vialah, za kar smo potrebovali enačbe umeritvenih premic standardnih raztopin posameznih 
fenolnih spojin (priloga C). Z upoštevanjem redčitvenega faktorja smo izračunali masno 
koncentracijo posamezne fenolne spojine v osnovnih ekstraktih dresnika (enačba 9) in z 
enačbo (10) izračunali masni delež posamezne fenolne spojine v suhi snovi. V našem 
primeru se izraz suha snov nanaša na suh ekstrakt dresnika, ki je ostal na steni steklene bučke 
po izparevanju z rotavaporjem. 
 
 
površina vrha
k
=   
v viali
 (µg/mL)                                                                                       …(8) 
 
 v viali (µg/mL) × R
1000
=  
v ekstraktu
 (mg/mL)                                                                         …(9) 
 
 v ekstraktu (mg/mL) × 100
 ekstrakt (mg/mL)
= 𝑤v suhem ekstraktu (%)                                                                  …(10) 
 
površina vrha … izmerjena površina kromatografskega vrha 
k … naklon premice umeritvene krivulje standardne raztopine fenola 
R … redčitveni faktor  
v viali … masna koncentracija posameznih fenolnih spojin v viali (µg/mL) 
v ekstraktu … masna koncentracija posameznih fenolih spojin v osnovnem ekstraktu (mg/mL) 
ekstrakt … masna koncentracija osnovnega ekstrakta dresnika (mg/mL) 
wv suhem ekstraktu … masni delež posamezne fenolne spojine v suhi snovi (%) 
 
3.2.6 Revitalizacija mikroorganizmov 
 
Pri mikrobioloških raziskavah smo površine razkuževali s 70 % etanolom in uporabljali 
aseptično tehniko dela. 
 
Izolati bakterij vrst Escherichia coli, Listeria monocytogenes in kvasovk vrste Candida 
albicans so bili shranjeni v zamrzovalniku pri -20 °C. Izbrane mikroorganizme smo nacepili 
na selektivna trdna gojišča (E. coli na gojišče TBX, L. monocytogenes na gojišče ALOA, C. 
albicans na gojiše OGY) in jih inkubirali 24 h pri 37 °C. Po inkubaciji smo po eno cepilno 
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zanko kolonij precepili v 4 mL tekočega neselektivnega gojišča TSB, dobro premešali z 
vrtinčnikom in ponovno inkubirali 24 h pri 37 °C. S tem smo dobili prekonočno kulturo 
zgoraj omenjenih mikroorganizmov.  
 
Kvantifikacija mikroorganizmov: 
Za kvantifikacijo mikroorganizmov smo uporabljali standardno metodo štetja kolonij na 
trdnem gojišču (ISO 4833, 1991) in uporabili enačbo (11). 
 
np
R
 = N                                                                                                                                 …(11) 
 
N … število mikroorganizmov v vzorcu (cfu/mL) 
np … povprečno število kolonij na gojiščih s števnim številom kolonij  
R … prva razredčitev vzorca, pri kateri so bila gojišča s števnim številom kolonij 
 
3.2.7 Metoda razredčevanja v mikrotitrski ploščici  
 
Z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici ugotavljamo, kako različne koncentracije 
protimikrobne snovi vplivajo na preiskovano kulturo (Klančnik in Jeršek, 2014). Je 
najprimernejša metoda za določanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC), kadar le-to 
določamo snovem kot so rastlinski materiali. V publikacijah najdemo različne definicije 
vrednosti MIC. Najpogosteje je definirana kot najnižja koncentracija izbrane protimikrobne 
snovi, ki še zavira vidno rast testirane kulture v pogojih in vitro in je običajno izražena v 
µg/mL ali mg/mL (Balouiri in sod., 2016). Ostale definicije vrednosti MIC so; ''najnižja 
koncentracija protimikrobne snovi, ki ohranja ali zmanjšuje živost inokuluma'', ''najnižja 
koncentracija protimikrobne snovi, ki je potrebna za popolno inhibicijo preiskovane kulture 
po inkubaciji, ki traja do 48 ur'' in ''najnižja koncentracija protimikrobne snovi, ki povzroči 
znatno (> 90 %) zmanjšanje rasti mikroorganizmov'' (Sethi in Gupta, 2016). V našem 
eksperimentu smo določali vrednost MIC s kolorimetrično metodo, pri čemer smo uporabili 
celični rastni indikator INT (p-iodin-nitro-tetrazolium violet), ki sprejema elektrone encima 
dehidrogenaza in jih reducira v rdeče obarvan derivat formazana INT (Klančnik in Jeršek, 
2014). Z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici je možno določiti tudi minimalno 
bakteriocidno koncentracijo (MBC). To je najnižja koncentracija protimikrobne snovi, ki 
ubije 99,9 % mikroorganizmov v končnem inokulumu in je običajno izražena v µg/mL ali 
mg/mL. Načeloma je višja od vrednosti MIC in jo je možno določiti z metodo štetja kolonij 
na trdnem gojišču po kolorimetričnem določanju vrednosti MIC (Sethi in Gupta, 2016; 
Balouiri in sod., 2016).  
 
Priprava: 
Pripravili smo načrt metode razredčevanja v mikrotitrski ploščici (slika 4), kjer smo v dveh 
ponovitvah preverjali protimikrobni učinek posamezne koncentracije ekstraktov japonskega, 
sahalinskega in češkega dresnika na vsaki vrsti mikroorganizmov. 
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Slika 4: Splošni načrt metode razredčevanja v mikrotitrski ploščici za določanje protimikrobne učinkovitosti 
Legenda: DR ekst. JAP-K-olup: delovna raztopina ekstrakta olupka korenine japonskega dresnika; DR ekst. 
S-K-olup: delovna raztopina ekstrakta olupka korenine sahalinskega dresnika; DR ekst. Č-K-olup: delovna 
raztopina ekstrakta olupka korenine češkega dresnika; DR 96 % EtOH: delovna raztopina 96 % etanola; EtOH: 
etanol; PK1: pozitivna kontrola testiranega mikroorganizma; NK1: negativna kontrola, kjer smo preverjali 
sterilnost gojišča TSB; NK2: negativna kontrola, kjer smo preverjali sterilnost gojišča TSB ob dodanem 96 % 
etanolu v razmerju 1:1; TSB: neselektivno tekoče gojišče triptični soja bujon.  
 
Na podlagi načrta smo pripravili ustrezne količine delovne raztopine (DR) inokuluma, 
ekstraktov in etanola: 
 DR inokuluma (6 – 7 log cfu/mL) smo pripravili tako, da smo v epruveti zmešali 
75 µL prekonočne kulture s približno 8 – 9 log cfu/mL in 5 mL gojišča TSB.  
 DR ekstraktov japonskega, sahalinskega in češkega dresnika smo pripravili tako, da 
smo v 1,5 mL epruveti, oviti z Alu-folijo, zmešali 75 µL ekstrakta s koncentracijo 
600 mg/mL in 225 µL tekočega gojišča TSB.  
 DR etanola smo pripravili tako, da smo v epruveti zmešali 250 µL 96 % etanola in 
750 µL tekočega gojišča TSB. 
 
Metoda razredčevanja v mikrotitski ploščici: 
Na podlagi delovnega načrta na sliki 4 smo v prvo vrstico mikrotitrske ploščice odpipetirali 
po 100 µL DR ekstrakta oz. etanola, ki smo ju predhodno dobro premešali na vrtinčniku. V 
luknjice posamezne kolone smo odpipetirali po 50 µL sterilnega tekočega gojišča TSB. V 
enajsti koloni smo opravljali pozitivno kontrolo (PK), kjer smo preverjali rast testiranega 
mikroorganizma v 50 µL gojišča TSB. V zadnji koloni mikrotitrske ploščice smo pripravili 
negativno kontrolo (NK), kjer smo preverjali sterilnost gojišča TSB (NK1) in gojišča TSB z 
dodanim 96 % etanolom v razmerju 1:1 (NK2). Sledilo je 2-kratno serijsko razredčevanje 
DR ekstraktov oz. etanola v mikrotitrski ploščici. Postopek je potekal tako, da smo iz prve 
luknjice s pipeto odvzeli po 50 µL DR ekstrakta oz. etanola, z nastavkom avtomatske pipete 
vsebino vsaj 5-krat dobro premešali in prenesli v naslednjo luknjico. Na tak način smo 
razredčevali vse do zadnje vrstice, iz katere smo prav tako odvzeli 50 µL razredčene DR 
ekstrakta oz. etanola in jo zavrgli. S tem smo dobili različne koncentracije ekstraktov in 
etanola, predstavljene na sliki 5.  
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Slika 5: Koncentracije ekstraktov in etanola po 2-kratnem serijskem razredčevanju v mikrotitrski ploščici 
Legenda: DR ekst. JAP-K-olup: delovna raztopina ekstrakta olupka korenine japonskega dresnika; DR ekst. 
S-K-olup: delovna raztopina ekstrakta olupka korenine sahalinskega dresnika; DR ekst. Č-K-olup: delovna 
raztopina ekstrakta olupka korenine češkega dresnika; DR EtOH: delovna raztopina etanola; EtOH: etanol; 
PK1:  pozitivna kontrola testiranega mikroorganizma; NK1: negativna kontrola, kjer smo preverjali sterilnost 
gojišča TSB; NK2: negativna kontrola, kjer smo preverjali sterilnost gojišča TSB ob dodanem 96 % etanolu v 
razmerju 1:1; TSB: neselektivno tekoče gojišče triptični soja bujon.  
 
Po 2-kratnem serijskem razredčevanju smo dodali v vse luknjice mikrotitrske ploščice, razen 
v NK1 in NK2, po 50 µL DR inokuluma. Ko smo dodali inokulum, so se vse pripravljene 
koncentracije ekstraktov in etanola dodatno razredčile za polovico. Novo dobljene 
koncentracije so predstavljene na sliki 6. Mikrotitrsko ploščico smo pokrito prenesli v 
mešalnik mikrotitrskih ploščic, kjer se je vsebina z rahlim stresanjem mešala 1 min pri 24 
°C in 600 rpm. Sledila je 24-urna inkubacija mikrotitrske ploščice pri 37 °C. 
 
 
Slika 6: Končne koncentracije ekstraktov in etanola po dodanem inokulumu pri metodi razredčevanja v 
mikrotitrski ploščici 
Legenda: DR ekst. JAP-K-olup: delovna raztopina ekstrakta olupka korenine japonskega dresnika; DR ekst. 
S-K-olup: delovna raztopina ekstrakta olupka korenine sahalinskega dresnika; DR ekst. Č-K-olup: delovna 
raztopina ekstrakta olupka korenine češkega dresnika; DR EtOH: delovna raztopina etanola; EtOH: etanol; 
PK1: pozitivna kontrola testiranega mikroorganizma; NK1: negativna kontrola, kjer smo preverjali sterilnost 
gojišča TSB; NK2: negativna kontrola, kjer smo preverjali sterilnost gojišča TSB ob dodanem 96 % etanolu v 
razmerju 1:1; TSB: neselektivno tekoče gojišče triptični soja bujon.  
 
Vizualno določanje vrednosti MIC: 
Po inkubaciji smo dodali v vse luknjice mikrotitrske ploščice po 20 µL reagenta INT in 
ponovno inkubirali 30 min pri 37 °C. Z dodanim reagentom INT so se gojišča ob prisotnosti 
mikroorganizmov obarvala rdeče, prva neobarvana luknjica tekom razredčitev DR ekstrakta 
je bila za testiran ekstrakt in mikroorganizem vrednost MIC.  
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Potrjevanje vrednosti MIC in MBC: 
Predvideno vrednost MIC in dve višji koncentraciji obeh ponovitev ekstrakta japonskega, 
sahalinskega in češkega dresnika ter dve pozitivni kontroli smo prenesli v 1,5 mL epruvete, 
kjer smo določili število preživelih mikroorganizmov z metodo štetja kolonij na trdenem 
gojišču TSB. V primeru kvasovk vrste C. albicans smo vrednost MIC določali le za eno 
ponovitev razredčitev ekstrakta. Vrednost MIC je bila potrjena, če je bilo število 
mikroorganizmov pri določeni koncentraciji ekstrakta manjše od števila mikroorganizmov 
v pozitivni kontroli. Če je bilo pri kateri od višjih koncentracij ekstrakta število 
mikroorganizmov manjše od 100 cfu/mL, smo lahko za to koncentracijo določili, da je MBC. 
 
3.2.8 Metoda razredčevanja v mikrotitrski ploščici s spektrofotometričnim določanjem 
vrednosti MIC 
 
Opisana metoda je del predposkusa, pri katerem smo ugotavljali najprimernejšo metodo za 
določanje protimikrobne učinkovitosti ekstraktov japonskega, sahalinskega in češkega 
dresnika.  
  
Priprava: 
Pripravili smo načrt metode razredčevanja v mikrotitrski ploščici (slika 7), kjer smo v dveh 
ponovitvah preverjali protimikrobni učinek posamezne koncentracije ekstrakta japonskega 
dresnika na dveh vrstah grampozitivnih bakterij (B. cereus, L. monocytogenes) ali dveh 
vrstah gramnegativnih bakterij (E. coli, S. enterica). 
 
 
Slika 7: Splošni načrt metode razredčevanja v mikrotitrski ploščici za določitev protimikrobne učinkovitosti 
pri predposkusih 
Legenda: DR JAP-K-olup: delovna raztopina ekstrakta olupka korenine japonskega dresnika; PK1: pozitivna 
kontrola za B1; PK2: pozitivna kontrola za B2; B1: izbrana vrsta bakterij 1 (B. cereus/E. coli); B2: izbrana 
vrsta bakterij 2 (L. monocytogenes/S. enterica); NK1: negativna kontrola, kjer smo preverjali sterilnost gojišča 
TSB; NK2: negativna kontrola, kjer smo preverjalni sterilnost gojišča TSB ob dodanem 96 % etanolu v 
razmerju 1:1; TSB: neselektivno gojišče triptični soja bujon; DR: delovna raztopina; EtOH: etanol; slepa B1: 
slepa proba za izbrano vrsto bakterij 1; B2: slepa proba za izbrano vrsto bakterij 2. 
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Na podlagi načrta smo pripravili ustrezne količine delovne raztopine (DR) inokuluma, 
ekstrakta in etanola: 
 
 DR inokuluma (6 – 7 log cfu/mL) smo pripravili tako, da smo v epruveti zmešali 75 
µL prekonočne kulture s približno 8 – 9 log cfu/mL in 5 mL gojišča TSB.  
 DR ekstrakta japonskega dresnika smo pripravili tako, da smo v 1,5 mL epruveti, 
oviti z Alu-folijo zmešali 75 µL ekstrakta s koncentracijo 600 mg/mL in 225 µL 
tekočega gojišča TSB.  
 DR etanola smo pripravili tako, da smo v epruveti zmešali 250 µL 96 % etanola in 
750 µL tekočega gojišča TSB. 
 
Metoda razredčevanja v mikrotitrski ploščici: 
Na podlagi delovnega načrta na sliki 7 smo v prvo vrstico mikrotitrske ploščice odpipetirali 
po 100 µL DR ekstrakta oz. etanola, ki smo ju predhodno dobro premešali na vrtinčniku. V 
ostale luknjice posamezne kolone smo odpipetirali po 50 µL sterilnega tekočega gojišča 
TSB. V enajsti koloni smo opravljali pozitivno kontrolo (PK1/PK2), kjer smo preverjali rast 
dveh testiranih mikroorganizmov v 50 µL gojišča TSB. V zadnji koloni mikrotitrske ploščice 
smo pripravili negativno kontrolo (NK), kjer smo preverjali sterilnost gojišča TSB (NK1) in 
gojišča TSB z dodanim 96 % etanolom v razmerju 1:1 (NK2). Sledilo je 2-kratno serijsko 
razredčevanje DR ekstraktov oz. etanola v mikrotitrski ploščici. Postopek je potekal tako, da 
smo iz prve luknjice s pipeto odvzeli po 50 µL DR ekstrakta oz. etanola, z nastavkom 
avtomatske pipete vsebino vsaj 5-krat dobro premešali in prenesli v naslednjo luknjico. Na 
tak način smo razredčevali vse do za zadnje vrstice, iz katere smo prav tako odvzeli 50 µL 
razredčene DR ekstrakta oz. etanola in jo zavrgli. S tem smo dobili različne koncentracije 
ekstrakta in etanola, predstavljene na sliki 8.  
 
 
Slika 8: Koncentracije ekstrakta in etanola po 2-kratnem serijskem razredčevanju v mikrotitrski ploščici pri 
predposkusih 
Legenda: DR eks. JAP-K-olup: delovna raztopina ekstrakta olupka korenine japonskega dresnika; DR 96 % 
EtOH: delovna raztopina z dodanim 96 % etanolom; PK1: pozitivna kontrola za B1; PK2: pozitivna kontrola 
za B2; B1: izbrana vrsta bakterij 1 (B. cereus/E. coli); B2: izbrana vrsta bakterij 2 (L. monocytogenes/S. 
enterica); NK1: negativna kontrola, kjer smo preverjali sterilnost gojišča TSB; NK2: negativna kontrola, kjer 
smo preverjalni sterilnost gojišča TSB ob dodanem 96 % etanolom v razmerju 1:1. 
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Po 2-kratnem serijskem razredčevanju smo dodali v vse luknjice mikrotitrske ploščice, razen 
v NK1 in NK2, po 50 µL DR inokuluma. Ko smo dodali inokulum, so se vse pripravljene 
koncentracije ekstraktov in etanola dodatno razredčile za polovico. Novo dobljene 
koncentracije so predstavljene na sliki 9. Mikrotitrsko ploščico smo pokrito prenesli v 
mešalnik mikrotitrskih ploščic, kjer se je vsebina z rahlim stresanjem mešala 1 min pri 24 
°C in 600 rpm. Sledila je 24-urna inkubacija mikrotitrske ploščice pri 37 °C. 
 
 
Slika 9: Končna koncentracija ekstrakta in etanola po dodanem inokulumu pri metodi razredčevanja v 
mikrotitrski ploščici pri predposkusih 
Legenda: DR eks. JAP-K-olup: delovna raztopina ekstrakta olupka korenine japonskega dresnika; DR 96 % 
EtOH: delovna raztopina z dodanim 96 % etanolom; PK1: pozitivna kontrola za B1; PK2: pozitivna kontrola 
za B2; B1: izbrana vrsta bakterij 1 (B. cereus/E. coli); B2: izbrana vrsta bakterij 2 (L. monocytogenes/S. 
enterica); NK1: negativna kontrola, kjer smo preverjali sterilnost gojišča TSB; NK2: negativna kontrola, kjer 
smo preverjalni sterilnost gojišča TSB ob dodanem 96 % etanolom v razmerju 1:1. 
 
Spektrofotometrično določanje vrednosti MIC: 
Po inkubaciji smo dodali v vse luknjice mikrotitrske ploščice, razen k slepi probi, po 20 µL 
reagenta INT in ponovno inkubirali 30 min pri 37 °C. Z dodanim reagentom INT so se 
gojišča ob prisotnosti mikroorganizmov obarvala rdeče, prva neobarvana luknica tekom 
razredčitev DR ekstrakta je bila za testiran ekstrakt in mikroorganizem vrednost MIC. Barvni 
preskok je bilo zaradi obarvanosti ekstrakta težko določiti s sigurnostjo, zato smo po 
inkubaciji mikrotitrsko ploščico vstavili v spektrofotometrični čitalec mikrotitrskih ploščic 
in izmerili absorpcijski spekter treh različnih koncentracij ekstrakta v območju valovnih 
dolžin od 500 do 700 nm. V vseh primerih je imel absorpcijski spekter maksimalno razliko 
pri 580 nm. Nato smo izmerili absorbanco vseh luknjic mikrotitrske ploščice pri valovni 
dolžini 580 nm in z enačbo (12) izračunali povprečne vrednosti absorbanc posameznih 
koncentracij ekstrakta. Z enačbo (13) smo izračunali stopnjo inhibicije rasti izbranih 
mikroorganizmov pri posameznih koncentracijah ekstrakta.  
 
ODeks1+ ODeks2
2
= ODeks                                 …(12) 
 
ODPK1−(ODeks − ODslepa)
(ODPK1− ODNK1)
× 100 = stopnja inhibicije (%)                                                …(13) 
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ODeks1 … optična gostota ekstrakta prve ponovitve 
ODeks2 … optična gostota ekstrakta druge ponovitve 
ODeks … povprečna optična gostota ekstrakta 
ODslepa … optična gostota suspenzije ekstrakta brez dodanega reagenta INT 
ODNK1 … optična gostota gojišča TSB 
ODPK1 … optična gostota pozitivne kontrole 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 KEMIJSKA KARAKTERIZACIJA EKSTRAKTOV DRESNIKA  
 
V prvem delu eksperimenta smo opravili kemijske analize etanolnih ekstraktov olupka 
korenin japonskega, sahalinskega in češkega dresnika (v nadalje: ekstraktov dresnika), 
katerih osnovna koncentracija je znašala 600 mg/mL. S pomočjo radikala DPPH• smo 
določali antioksidativno učinkovitost ekstraktov (AOU), s F-C reagentom skupne fenolne 
spojine in s tekočinsko kromatografijo visoke ločjivosti (HPLC) posamezne fenolne spojine 
(katehin, epikatehin, polidatin in resveratrol). Rezultati meritev so nam pomagali pri 
razumevanju protimikrobne učinkovitosti ekstraktov dresnika, kar smo preučevali v drugem 
delu eksperimenta.  
 
4.1.1 Antioksidativna učinkovitost 
 
AOU ekstraktov dresnika smo določali s pomočjo stabilnega radikala DPPH•, ki reagira z 
antioksidanti v vzorcu, pri čemer pride do spremembe barve iz vijolične v rumeno. 
Zmanjšanje absorbance je premosorazmerno koncentraciji antioksidantov v vzorcu. 
Absorbanco smo merili pri 517 nm in rezultate podali kot vrednost TEAC (troloksu 
ekvivalentna antioksidativna učinkovitost). 
 
 
Slika 10: Troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost (TEAC) etanolnih ekstraktov dresnikov s 
koncentracijo 600 mg/mL 
Legenda: JAP-K-olup: etanolni ekstrakt olupka korenine japonskega dresnika; S-K-olup: etanolni ekstrakt 
olupka korenine sahalinskega dresnika; Č-K-olup: etanolni ekstrakt olupka korenine češkega dresnika. 
Na sliki 10 so predstavljene vrednosti TEAC za tri različne ekstrakte dresnika. Najvišja 
vrednost TEAC je bila izmerjena v ekstraktu sahalinskega dresnika (262 ± 0,08 mM), sledita 
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mu ekstrakt japonskega dresnika (215 ± 0,16 mM) in ekstrakt češkega dresnika (189 ± 0,04 
mM). 
 
Radikal DPPH• se pogosto uporablja za določanje AOU rastlinskih ekstraktov in dokazano 
je bilo, da ima tudi ekstrakt japonskega dresnika sposobnost lovljenja prostih radikalov 
DPPH• (Hsu, 2006). V naši raziskavi smo določali AOU 100-kratne razredčitve vzorcev in 
rezultate podali kot troloksu ekvivalentno antioksidativno učinkovitost. V številnih 
raziskavah so opravili večkratne razredčitve vzorca in po dodatku radikala DPPH• za vsako 
koncentracijo posebej izmerili absorbanco. Rezultate meritev so dobili na podlagi 
inhibicijske krivulje pozitivne kontrole (askorbinska kislina in katehin) in jih podali kot 
vrednost IC50 (mikromolarna koncentracija vzorca, potrebna za 50 % redukcijo radikala 
DPPH•). Vrednost IC50 etanolnega ekstrakta korenine japonskega dresnika je znašala 
110 µg/mL in bila višja od pozitivne kontrole, katere vrednost je znašala 35 µg/mL (Hsu in 
sod., 2007). Ker imajo antioksidanti različne reakcijske čase, so Ardelean in sod. (2016) 
merili absorbanco posameznih razredčitev vzorca ob različnih časih. Etanolni ekstrakt 
korenine japonskega dresnika je dosegel najvišjo AOU (92 %) pri koncentraciji 1 mg/mL in 
bil zelo blizu AOU askorbinske kisline, ki je služila kot standard. Ekstrakti z nižjo 
koncentracijo so potrebovali več časa za doseganje 92 % AOU. Naše rezultate je z opisanimi 
težko primerjati, saj smo pri našem delu uporabljali koncentrirane ekstrakte (600 mg/mL), 
ki so zato kazali bistveno višjo AOU od prej omenjenih. Tudi sama izvedba metode za 
določanje AOU je bila drugačna, saj v nešem primeru nismo določali vrednosti IC50, pač pa 
TEAC z uporabo umeritvene krivulje. 
 
Rogelj (2015) in Korenčan (2018) sta v svojem magistrskem delu določala AOU ekstraktov 
dresnika z metodo ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina)), ki 
temelji na uporabi stabilnega kationskega radikala ABTS•+ ter rezultate podala v mmol 
TEAC/g s.s.. Rogelj (2015) je ugotovil, da ima češki dresnik v primerjavi z japonskim in 
sahalinskim dresnikom najnižjo AOU. Med koreninskimi ekstrakti je v primeru sahalinskega 
dresnika določil najvišjo AOU. Korenčan (2018) je v spomladanskem ekstraktu olupka 
korenine sahalinskega dresnika izmerila daleč najvišjo AOU (4 mmol TEAC/g s.s.), katere 
vrednost je z jesenskim vzorčenjem nekoliko padla. Do podobnih ugotovitev smo prišli tudi 
v našem eksperimentu. Vzorce dresnikov smo pridobili v spomladanskem času in določili 
najvišjo AOU v ekstraktu sahalinskega dresnika (262 mmol TEAC/L), najnižjo AOU pa v 
ekstraktu češkega dresnika (189 mmol TEAC/L). Rezultati meritev so presenetljivi, saj velja 
za najboljši vir stilbenov korenina japonskega dresnika, najnižje koncentracije stilbenov pa 
najdemo v korenini sahalinskega dresnika (Fratnik in sod., 2013). Za visoko AOU ekstraktov 
olupka korenine sahalinskega dresnika zato očitno niso odgovorni stilbeni, ampak druge 
snovi, ki prispevajo k visoki AOU (Fan in sod., 2009).   
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4.1.2 Skupne fenolne spojine 
 
Skupne fenolne spojine smo določali z modificirano spektrofotometrično metodo po 
Singletonu in Rossiju (1965), pri čemer smo k 10-krat razredčenim vzorcem dodali F-C 
reagent. Ta v alkalnem okolju oksidira fenolne spojine v modro obarvan kompleks, katere 
absorpcijski maksimum je pri 746 nm. Vsebnost skupnih fenolnih spojin v vzorcih smo 
podali kot ekvivalent klorogenske kisline.  
 
 
Slika 11: Množinska koncentracija skupnih fenolnih spojin (ck.k.), izražena kot ekvivalent klorogenske kisline, 
v etanolnih ekstraktih dresnika s koncentracijo 600 mg/mL  
Legenda: JAP-K-olup: etanolni ekstrakt olupka korenine japonskega dresnika; S-K-olup: etanolni ekstrakt 
olupka korenine sahalinskega dresnika; Č-K-olup: etanolni ekstrakt olupka korenine češkega dresnika. 
 
Na sliki 11 so predstavljene množinske koncentracije skupnih fenolnih spojin v treh različnih 
ekstraktih dresnika, ki smo jih izrazili kot ekvivalent klorogenske kisline in ga preračunali v 
milimolarno koncentracijo. Najvišja vsebnost skupnih fenolnih spojin je bila izmerjena v 
ekstraktu sahalinskega dresnika (124 ± 0,01 mM), sledi mu ekstrakt japonskega dresnika 
(114 ± 0,01 mM) in ekstrakt češkega dresnika (103 ± 0,02 mM).  
 
Največ študij je bilo opravljenih na japonskem dresniku, saj velja za bogat vir resveratrola, 
njegove korenine in koreninice pa se že tisočletja uporabljajo v kitajski medicini za 
zdravljenje vnetnih obolenj, hepatitisa, diareje in tumorjev (Wang in sod., 2013). Številne 
študije so bile opravljene prav v Aziji, kjer so Lin in sod. (2010) v etanolnem ekstraktu 
korenine japonskega dresnika določili 1,6 mM skupnih fenolnih spojin, izraženih kot 
ekvivalent galne kisline (GAE), Hsu in sod. (2007) so določili kar 3,8 mmol GAE/g s.s, Pan 
in sod. (2007) pa 0,9 mmol skupnih fenolnih spojin, izraženih kot ekvivalent katehola/g s.s.. 
Ardelean in sod. (2016) so v Romuniji analizirali metanolni ekstrakt spomladanskih 
koreninic japonskega dresnika in določili 0,88 mmol GAE/g s.s..  
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Naši rezultati so težko primerljivi z ostalimi raziskavami, saj smo dobili 100-krat višje 
vrednosti. Razlog za višjo vsebnost skupnih fenolnih spojin lahko pripišemo dejstvu, da 
nismo analizirali osnovnih ekstraktov ampak koncentrirane, ki so bili ponovno raztopljeni v 
manjši količini topila. Prav tako smo ekstrakte pripravljali iz olupka korenine in ne iz celotne 
korenine dresnika, kot so to storili v zgoraj omenjenih raziskavah. V magistrskem delu 
Martine Korenčan je bilo ugotovljeno, da ima olupek korenine v primerjavi s celotno 
korenino dresnika višjo vsebnost fenolnih spojin (Korenčan, 2018).    
V eni od raziskav je bila ugotovljena povezava med AOU in vsebnostjo skupnih fenolnih 
spojin v ekstraktu dresnika, kar se ujema z našimi ugotovitvami (R² = 0,9732) (Hsu in sod., 
2007). Najvišjo AOU in vsebnost fenolnih spojin je imel ekstrakt sahalinskega dresnika, 
najnižjo AOU in vsebnost fenolnih spojin pa ekstrakt češkega dresnika (Korenčan, 2018).  
 
4.1.3 Vsebnost posameznih fenolnih spojin 
 
V ekstraktih dresnika smo s pomočjo tekočinske kromatografije visoke ločljivosti (HPLC) 
določali štiri različne fenolne spojine: katehin, epikatehin, polidatin in resveratrol. V primeru 
resveratrola se izraz nanaša na trans obliko omenjene fenolne spojine. Vsaka fenolna spojina 
ima svoj retencijski čas, t.j. čas, ki ga analit potrebuje, da prepotuje po mobilni fazi do 
detektorja merilne naprave. Na podlagi meritev smo izračunali masne koncentracije in masni 
delež posameznih fenolnih spojin v ekstraktih dresnika.  
 
Preglednica 2: Vsebnost katehina v ekstraktih japonskega, sahalinskega in češkega dresnika 
Vrsta dresnika γ katehina v ekstraktu (g/L) w katehina v s.s. (mg/g) 
Japonski dresnik 3,71 6,2 
Sahalinski dresnik 3,71 6,2 
Češki dresnik 4,66 7,7 
Legenda: γ: masna koncentracija (mg/mL); w: masni delež (mg/g); s.s.: suha snov 
 
Kot je razvidno iz preglednice 2, smo najvišjo vsebnost katehina izmerili v ekstraktu češkega 
dresnika (4,66 g/L; 7,7 mg/g), V ekstraktih japonskega in sahalinskega dresnika smo izmerili 
nižjo, vendar enako vsebnost katehina (3,71 g/L; 6,2 mg/g). 
 
Preglednica 3: Vsebnost epikatehina v ekstraktih japonskega, sahalinskega in češkega dresnika 
Vrsta dresnika γ epikatehina v ekstraktu (g/L) w epikatehina v s.s. (mg/g) 
Japonski dresnik 31,70 52,8 
Sahalinski dresnik 5,70 9,5 
Češki dresnik 4,77 7,9 
Legenda: γ: masna koncentracija (mg/mL); w: masni delež (mg/g); s.s.: suha snov. 
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Kot je razvidno iz preglednice 3 smo daleč najvišjo vsebnost epikatehina izmerili v ekstraktu 
japonskega dresnika (31,70 g/L; 52,8 mg/g), nekoliko nižjo pa v ekstraktu sahalinskega 
dresnika (5,70 g/L; 9,5 mg/g) Najnižjo vsebnost epikatehina je imel ekstrakt češkega 
dresnika (4,77 g/L; 7,9 mg/g). 
 
Preglednica 4: Vsebnost polidatina v ekstraktih japonskega, sahalinskega in češkeg dresnika 
Vrsta dresnika γ polidatina v ekstraktu (g/L) w polidatina v s.s. (mg/g) 
Japonski dresnik 53,8 89,7 
Sahalinski dresnik 0,23 0,4 
Češki dresnik 7,01 11,7 
Legenda: γ: masna koncentracija (mg/mL); w: masni delež (mg/g); s.s.: suha snov. 
 
Ekstrakt japonskega dresnika se je izkazal za pomemben vir polidatina, saj ga vsebuje kar 
53,82 g/L (89,7 mg/g). V ekstraktu češkega dresnika smo izmerili 7,01 g/L (11,7 mg/g) v 
ekstraktu sahalinskega dresnika pa 0,23 g/L (0,4 mg/g) (preglednica 4).  
Preglednica 5: Vsebnost resveratrola v ekstraktih japonskega, sahalinskega in češkega dresnika 
Vrsta dresnika γ resveratrola v ekstraktu (g/L) w resveratrola v s.s. (mg/g) 
Japonski dresnik 0,71 1,2 
Sahalinski dresnik 0,004 0,006 
Češki dresnik 0,08 0,1 
Legenda: γ: masna koncentracija (mg/mL); w: masni delež (mg/g); s.s.: suha snov. 
 
Kot je razvidno iz preglednice 5, smo daleč najvišjo vsebnost resveratrola določili v 
ekstraktu japonskega dresnika (0,71 g/L; 1,2 mg/g), nekoliko nižjo v ekstraktu češkega 
dresnika (0,08 g/L; 0,1 mg/g), najnižjo pa v ekstraktu sahalinskega dresnika (0,004 g/L; 
0,006 mg/g).  
 
Korenina japonskega dresnika je najpomembnejši vir resveratrola in ga vsebuje več kot 
ostali deli rastline, sadje, zelenjava, grozdje in vino (Vrchotova in sod., 2007). V rdečem 
vinu je zgolj 0,0002 – 0,007 g resveratrola/L vina, medtem ko smo v olupku korenine 
japonskega dresnika določili kar 0,71 g resveratrola/L etanolnega ekstrakta (Weiskircher S. 
in Weiskircher R., 2016). Najvišjo vsebnost resveratrola smo določili v ekstraktu japonskega 
dresnika, najnižjo pa v ekstraktu sahalinskega dresnika, kar se ujema z ugotovitvami 
Korenčan (2018). Tudi druge raziskave so potrdile, da ima korenina sahalinskega dresnika 
v primerjavi z ostalimi taksoni najnižjo vsebnost resveratrola (Vrchotova in sod., 2007). To 
nam ponovno potrdi, da resveratrol ni razlog za visoko AOU ekstrakta sahalinskega 
dresnika. 
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Fratnik in sod. (2013) so prepoznali podzemne dele japonskega dresnika kot pomemben vir 
resveratrola, resveratrolozidov in polidatina. Sledenji velja za najbolj zastopano bioaktivno 
snov v koreninah japonskega dresnika, kar lahko potrdimo tudi z našimi rezultati. Največ 
polidatina smo določili v ekstraktu japonskega dresnika (53,82 g/L; 89,7 mg/g), v relativno 
visokem deležu pa je bil zastopan tudi v ekstraktu češkega dresnika (7,01 g/L; 11,7 mg/g).  
 
V vseh treh ekstraktih dresnika so bile koncentracije epikatehina v primerjavi s katehinom 
višje. Do enakih rezultatov so prišli Vrchotova in sod. (2007), ki so analizirali spomladanske 
poganjke treh taksonov dresnika. Poganjki so po sestavi podobni korenikam dresnika, zato 
jih lahko primerjamo med sabo. 
 
Vrchotova in sod. (2007) so v poganjkih češkega dresnika določili najmanjšo vsebnost 
polidatina, katehina in epikatehina. Sami smo prišli do nekoliko drugačnih rezultatov. 
Vsebnost posameznih fenolnih spojin v ekstraktu češkega dresnika je bila nižja, vendar 
primerljiva z japonskim dresnikom, ki mu je po kvalitativni in kvantitativni sestavi še najbolj 
podoben. V primerjavi s sahalinskim dresnikom je imel ekstrakt češkega dresnika višji delež 
katehina, resveratrola in polidatina.  
 
V ekstraktih dresnika smo določali zgolj štiri fenolne spojine, na podlagi katerih je težko 
razpravljati o prispevku le-teh k skupni AOU ekstraktov. Nizka vsebnost posameznih in 
skupnih fenolnih spojin v češkem dresniku se ujema z njegovo AOU, ki je bila v primerjavi 
z ostalimi taksoni najnižja. Za visoko AOU ekstrakta japonskega dresnika so po vsej 
verjetnosti zasluženi stilbeni (resveratrol, polidatin) in derivati antrakinonov (emodin, 
parietin), za visoko AOU ekstrakta sahalinskega dresnika pa derivati antrakinonov, 
glukozidi fenilpropanoidov in ostale, še neidentificirane komponente (Fan in sod., 2009). 
 
4.2 PROTIMIKROBNI UČINEK EKSTRAKTOV 
 
4.2.1 Izbira metode za določanje protimikrobne učinkovitosti 
 
Inštitut za klinične in laboratorijske standarde (CLSI) ima predpisane splošno sprejemljive 
metode za določanje aktivnosti konvencionalnih protimikrobnih sredstev kot so npr. 
antibiotiki, ne pa tudi rastlinskih ekstraktov in eteričnih olj. Pomanjkanje standardnih in 
zanesljivih metod je ena od glavnih ovir raziskovanja protimikrobne učinkovitosti rastlinskih 
ekstraktov. Rezultati raziskav na tem področju variirajo zaradi različnih metodologij dela, 
kar otežuje primerjanje rezultatov med raziskavami. Največjo oviro pri analizi 
protimikrobne učinkovitosti rastlinskih ekstraktov predstavljajo komponente, ki so slabo 
topne v gojiščih in močna obarvanost ekstraktov (Golus in sod., 2016). Balouiri in sod. 
(2016) izpostavljajo dejstvo, da je primerjanje rezultatov protimikrobne učinkovitosti 
naravnih ekstraktov oteženo zaradi različnih nestandardiziranih tehnik priprave inokuluma, 
velikosti inokuluma, izbire rastnih gojišč, razmer inkubacij in določanja vrednosti MIC. Tudi 
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King in Dykes (2008) sta izrazila potrebo po standardizaciji metod za določanje 
protimikrobne učinkovitosti naravnih ekstraktov in aktivnih komponent, izoliranih iz rastlin.  
 
Protimikrobna učinkovitost rastlinskih ekstraktov se najpogosteje testira z difuzijskimi 
metodami (metoda difuzije v agarju z diski) in dilucijskimi metodami (dilucijska metoda v 
agarju in metoda razredčevanja v bujonu). Vsaka od teh metod ima svoje prednosti in 
slabosti (Golus in sod., 2016). 
 
Metoda difuzije v gojišču z diski je dobro poznana kvalitativna metoda pri kateri je površina 
trdnega gojišča inokulirana s preiskovano kulturo. Komercialno pripravljene papirnate diske 
prepojimo z izbranim protimikrobnim sredstvom določene koncentracije in jih položimo na 
površino inokuliranega gojišča. Protimikrobno sredstvo difundira v gojišče in zavira rast 
testiranih mikroorganizmov (Balouiri in sod., 2016). Po inkubaciji se določa premer 
inhibicijske cone, ki je odvisen ob občutljivosti izolata na protimikrobno sredstvo in stopnje 
difuzije protimikrobnega sredstva v gojišče. Premer inhibicijske cone vsakega 
protimikrobnega sredstva se interpretira na podlagi kriterijev, ki jih določa CLSI ali Zvezni 
urad za hrano in zdravila (FDA). Mikroorganizmi so na podlagi rezultatov uvrščeni v eno 
izmed treh kategorij: občutljivi, srednje občutljivi ali odporni proti protimikrobnemu 
sredstvu. Približno vrednost MIC je možno določiti zgolj za nekatere mikroorganizme in 
antibiotike, in sicer s pomočjo shranjenih algoritmov (Reller in sod., 2009). Pozitivne 
lastnosti metode difuzije v gojišču z diski so preprosta izvedba, cenovna ugodnost, 
učinkovitost in enostavna interpretacija rezultatov. Kljub temu ni najbolj primerna metoda 
za določanje protimikrobne učinkovitosti večine eteričnih olj in fenolnih komponent, ki 
zaradi hidrofobne narave neenakomerno pronicajo v gojišče. To se izraža v nelinearni 
povezavi med močjo difuzije in protimikrobnim delovanjem. Če bi želeli dokazati korelacijo 
med naraščajočo koncentracijo rastlinskih ekstraktov s potencialno protimikrobno 
učinkovitostjo in velikostjo inhibicijske cone, bi bilo potrebno testirati ogromno različnih 
koncentracij ekstrakta na enem samem sevu (King in Dykes, 2008). Prav tako se je izkazalo, 
da je vrednost MIC, dobljena z metodo difuzije v gojišču višja od tiste, pridobljene z metodo 
razredčevanja (Klančnik in sod., 2010). 
 
Metoda razredčevanja v tekočem gojišču je primernejša izbira za določanje vrednosti MIC 
za bakterije in plesni, saj omogočajo kvantitativno ovrednotenje protimikrobnega sredstva v 
trdnem gojišču ali v tekočem gojišču. Metoda razredčevanja v agarju vključuje 2-kratno 
serijsko razredčevanje protimikrobnega sredstva v še tekočem trdnem gojišču, razlivanje le 
tega v petrijevke in inokulacijo površine gojišča z izbranimi mikroorganizmi. Sledita 
inkubacija v predpisanih razmerah in vizualno določanje rasti izbranih mikroorganzmov 
(Balouiri in sod., 2016). Glavni prednosti te metode sta enotna in stabilna disperzija 
rastlinskih ekstraktov v agarju ter enostavno določanje rasti bakterij na površini trdnega 
gojišča. Prav tako motnost gojišča in obarvanost ekstraktov ne predstavljata ovire pri 
določanju rasti bakterij. Glavna slabost je poraba ogromnih količin naravnih ekstraktov za 
38 
Recek S. Bioaktivni učinek koreninskih ekstraktov različnih tujerodnih dresnikov (…in Fallopia x bohemica).  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
 
 
 
pripravo trdnih gojišč. Celotna izvedba je precej zamudna, monotona in zahteva ogromne 
količine delovnega materiala in prostora (Golus in sod., 2016).  
 
Metoda razredčevanja v tekočem gojišču velja za najbolj osnovno metodo določanja 
protimikrobne občutljivosti. 2-kratno serijsko razredčevanje protimikrobnega sredstva se 
izvaja v 2 mL epruvetah ali luknjicah mikrotitrske ploščice v katere smo predhodno dodali 
pripravljeno tekoče gojišče. Sledita inokulacija in inkubacija pod določenimi pogoji 
(Balouiri in sod., 2016). Razredčevanje v 2 mL epruvetah zahteva veliko mero monotonega, 
ročnega dela, tveganje napak pri pripravi protimikrobnih raztopin in relativno veliko porabo 
delovnega materiala ter prostora (Reller in sod., 2009). Ekonomičnost in ponovljivost sta 
ena od glavnih razlogov zakaj smo se v našem eksperimentu odločili za metodo 
razredčevanja v mikrotitrski ploščici.  
 
Po inkubaciji mikrotitrske ploščice smo vrednost MIC določali na podlagi zaznavanja vidne 
rasti mikroorganizmov. Rast mikroorganizmov se izraža z motnostjo gojišča ali usedlinami 
v prostorčkih mikrotitrske ploščice, kar pa je težko oziroma nemogoče oceniti s prostim 
očesom (Weseler in sod., 2004). Za vizualno določanje vrednosti MIC se najpogosteje 
uporablja kolorimetrična metoda, kjer k celični suspenziji dodamo reagent, npr. tetrazolijevo 
sol. Ta sprejema encim dehidrogenazo, ki reducira reagent v obarvan formazan. V raziskavi, 
kjer so testirali protimikrobno učinkovitost 30 različnih rastlinskih ekstraktov in eteričnih 
olj na štirih bakterijskih sevih, so se najbolj izkazali tetrazolijev klorid (TTC), dimetil-
tiazolil-difenil-tetrazolijev bromid (MTT) in p-iodo-nitro-tetrazolium violet (INT). 
Bakterijska suspenzija se je ob dodatku reagenta TTC in INT obarvala rdeče, ob dodatku 
reagenta MTT pa viola. Najnižjo učinkovito koncentracijo sta z 0,2 mg/mL dosegla MTT in 
INT. Derivata formazena TTC in MTT sta po osušitvi bakterijske suspenzije zbledela, 
medtem, ko je derivat formazena INT ostal stabilen. Za najmanj zanesljivega se je izkazal 
reagent MTT, ki je obarval tudi kontrolno skupino, kjer naj nebi bilo prisotnih bakterij (Eloff, 
1998). Na podlagi teh ugotovitev smo se odločili za uporabo reagenta INT, ki je najbolj 
zanesljiv, učinkovit in stabilen za vizualno določanje vrednosti MIC. Po inkubaciji smo v 
vsako izmed luknjic dodali po 20 µL reagenta INT in inkubirali nadaljnjih 30 minut. Gojišča 
so se ob prisotnosti mikroorganizmov obarvala rdeče, prva neobarvana luknjica tekom 
razredčitev mikrotitrske ploščice pa predstavlja vrednost MIC ekstrakta. V našem primeru 
smo barvni preskok težko določili s sigurnostjo, saj je bil ekstrakt dresnika podobne barve 
kot derivat formazana INT. To je dobro razvidno na sliki 12, kjer smo v prvih osmih kolonah 
izvedli 2-kratno serijsko razredčevanje ekstrakta japonskega dresnika, v zadnjih treh kolonah 
pa pozitivno kontrolo, kjer smo preverjali rast bakterij v gojišču. Zaradi podobnosti v barvi 
smo bili primorani iskati alternativno metodo določanja vrednosti MIC. 
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Slika 12: Poskus vizualnega določanja vrednosti MIC z reagentom INT 
Legenda: kolone 1 do 8: 2-kratno serijsko razredčen ekstrakt japonskega dresnika z dodanim inokulom bakterij 
vrste E. coli in reagentom INT; kolone 9 do 11: pozitivna kontrola, kjer smo preverjali rast bakterij vrste E. 
coli v gojišču TSB ob dodanem reagentu INT; 11. kolona: negativna kontrola, kjer smo preverjali čistost gojišča 
TSB ob dodanem reagentu INT; TSB: neselektivno gojišče triptični soja bujon. 
 
Živost celic je možno določiti tudi s pomočjo čitalca mikrotitrske ploščice, ki temelji na 
meritvi absorpcije oziroma optične gostote svetlobe, ki prehaja skozi raztopino vzorca (Riss 
in sod., 2016; Vo, 2015). K celični suspenziji se doda tetrazolijeva sol, resazurin, markerji 
proteaz ali detektorji ATP-ja, ki reagirajo s specifičnimi metaboliti ali encimi preživelih 
celic. Pri tem se tvorijo obarvani ali fluorescenčni produkti, katerih koncentracijo je možno 
kvantitativno določiti s čitalcem mikrotitrske ploščice. Nas je predvsem zanimala uporaba 
tetrazolijevih soli. Za spektrofotometrično določanje obarvanega formazana se uporabljajo 
reagenti dimetil-tiazolil-difenil-tetrazolijev bromid (MTT), 5-[3-(karboskimetoksi)fenil]-3-
(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolijeva sol (MTS), 2,3-bis-(2-metoksi-4-
nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolium-5-karboksanilid (XTT) in natrijev 5-(2,4-disulfofenil)-2-
(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-2H tetrazolijeva sol (WST-1). Najpogosteje je v uporabi 
reagent MTT, ki ga dodamo k celični suspenziji v koncentraciji 0,2 do 0,5 mg/mL in 
inkubiramo 1 do 4 ure pri 37 °C. Pri tem se tvori viola obarvan derivat formazana, ki je 
premo sorazmerna številu preživelih celic. Izmerimo ga s spektrofotometričnim čitalcem 
mikrotitrskih ploščic pri valovni dolžini 570 nm (Riss in sod., 2016).  
 
V literaturi nismo zasledili protokola za spektrofotometrično določanje živosti celic z 
reagentom INT, vendar smo se poskusa kljub temu lotili. Izvedba je bila podobna metodi 
razredčevanja v mikrotitrski ploščici z vizualnim določanjem vrednosti MIC. Razlika je bila 
le v shemi dela, izbranih mikroorganizmih in končnem načinu določanja vrednosti MIC. Na 
enkrat smo testirali dve vrsti grampozitivnih bakterij oziroma dve vrsti gramnegativnih 
bakterij, saj smo pričakovali, da bodo bakterije s podobno celično zgradbo dosegle vrednost 
MIC pri podobnih koncentracijah ekstrakta. Stopnje inhibicije rasti izbranih bakterij s 
pripadajočimi koncentracijami ekstrakta japonskega dresnika so predstavljene v preglednici 
6. 
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Preglednica 6: Stopnja inhibicije rasti bakterij pri različnih koncentracijah ekstrakta japonskega dresnika, 
določena z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici in s spektrofotometričnim določanje minimalne 
inhibitorne koncentracije (MIC) 
γ ekstrakta 
japonskega 
dresnika 
(µg/mL) 
Stopnja inhibicije 
rasti (%)  
E. coli  
Stopnja inhibicije 
rasti (%)  
S. enterica  
Stopnja 
inhibicije rasti 
(%)  
B. cereus  
Stopnja inhibicije 
rasti (%)  
L. monocytogenes  
75.000 60,5 18,4 63,7 99,5 
37.500 70,6 57,4 49,6 7,1 
18.750 70,0 60,0 61,0 70,7 
9.375 66,2 44,5 38.2 39,1 
4.688 30,2 56,5 56,7 59,5 
2.344 25,3 13,4 101,3 72,7 
1.172 31,9 194,4 78,4 55,5 
586 0 82,2 54,0 24,4 
Legenda: γ: masna koncentracija. 
 
Z naraščanjem koncentracije ekstrakta bi moralo število preživelih bakterij postopoma 
padati in s tem tudi absorbanca. Med naraščanjem absorbance in padanjem števila 
mikroorganizmov v vzorcu obstaja linearna povezava (Fegbohun in sod., 2015). 
Koncentracija ekstrakta pri kateri pride do naglega upada absorbance se šteje kot vrednost 
MIC. Koncentracija ekstrakta, pri kateri je absorbanca v primerjavi s slepim vzorcem 
ničelna, pa se šteje kot vrednost MBC (Ncube in sod., 2008). Na podlagi enačbe (13) smo 
izračunali stopnje inhibicije rasti izbranih mikroorganizmov, ki bi morale tekom razredčitev 
ekstrakta japonskega dresnika postopoma padati. Koncentracija ekstrakta, za katero sledi 
nagel upad v stopnji inhibicije, se šteje kot vrednost MIC. Kot je razvidno iz preglednice 6 
je stopnja inhibicije ekstrakta japonskega dresnika za bakterije vrst S. enterica 
Typhimurium, B. cereus in L. monocytogenes padala zelo neenakomerno in bila pri nizkih 
koncentracija ekstrakta pogosto visoka, kar je nepričakovan rezultat. Še najbolj enakomerno 
padanje inhibicije je bilo v primeru bakterij vrste E. coli, kjer je prišlo do naglega upada v 
stopnji inhibicije (iz 66,2 % na 30,2 %) med 9.375 in 4.688 µg/mL ekstrakta japonskega 
dresnika. Vrednost MIC bi bilo potrebno potrditi z metodo štetja kolonij na selektivnem 
trdnem gojišče. Uporaba selektivnega gojišča je nujna, saj je bila mikrotitrska ploščica med 
spektrofotometičnim določanjem vrednosti MIC odprta in s tem izpostavljena neaseptičnim 
razmeram. Če bi bilo število kolonij pri določeni koncentraciji ekstrakta manjše od števila 
kolonij v pozitivni kontroli, bi lahko za to koncentracijo ekstrakta trdili, da je vrednost MIC. 
Če bi bilo število zraslih kolonij manjše od 100 cfu/mL, bi lahko za to koncentracijo trdili, 
da je vrednost MBC. 
 
Razlogov za neenotno padanje inhibicije je lahko več. Čitalec mikrotitrske ploščice pogosto 
motijo mrtve celice, ki se v obliki grudic usedejo na dno gojišča ali ostanejo v suspenziji. 
Moteče so lahko tudi komponente in barvni pigmenti ekstrakta, ki ga testiramo (Elof, 1998). 
V eni od raziskav je bilo ugotovljeno, da so ekstrakti z več kot 16,5 % svežega rastlinskega 
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materiala in metanolni ekstrakti rastlin motili spektrofotometrično določanje živosti celic. 
Kot glaven problem so bile ponovno navedene komponente in barvila v rastlinskem 
materialu (Pattanayak in sod., 2014). Do lažnih rezultatov lahko pride tudi zaradi reakcije 
med tetrazolijevimi solmi in naravno prisotnimi reducenti v rastlinskih ekstraktih. Izkazalo 
se je, da imata resveratrol in kamferol direkten vpliv na redukcijo reagenta MTT v vijolično 
obarvan formazan. Prav tako ga lahko reducirajo mitohondrijski inhibitorji dihalne verige 
celic, koncentracija D-glukoze v rastem mediju in celična koncentracija efluksnih proteinov 
ter piridinskih nukleotidov. Kot bolj primeren indikator za spektrofotometrično določanje 
živosti celic se je izkazal nevtralno rdeči vnos (NRU), ki se veže in kopiči na lizosomih 
preživelih celic ter je manj občutljiv na reducirajoče komponente rastlinskih ekstraktov. V 
zgoraj omenjeni raziskavi so izrazili potrebo po nadaljnjih raziskavah interakcije 
fitokemikalij s tetrazolijevimi solmi, k čimer se pridružujemo tudi sami (Chan in sod., 2015). 
Na podlagi naših ugotovitev reagent INT ni najbolj primeren za spektrofotometrično 
določanje vrednosti MIC. Zaradi motečih barvil v ekstraktu olupka korenine dresnika in 
nezadostnih informacij o interakcij med fitokemikalijami in tetrazolijevimi solmi smo se 
odločili, da za določanje vrednosti MIC ne bomo uporabljali spektrofotometričnega čitalca 
mikrotitrskih ploščic.  
 
Po dodanem reagentu INT se je v večini primerov videl rahel barvni preskok, ki ponazarja 
vrednost MIC. Predvideno vrednost MIC, dve višji koncentraciji obeh ponovitev in 
pozitivno kontrolo smo določili z metodo štetja kolonij na trdnem gojišču. Po inkubaciji smo 
na podlagi števila preživelih mikroorganizmov potrdili vrednost MIC in MBC. Delo je od 
nas zahtevalo ogromno ročnega in časovno potratnega dela, pri katerem smo porabili 
ogromne količine materiala in prostora. Tak način določanja vrednosti MIC nam je dal 
verodostojne rezultate, vendar ni najbolj primeren za rutinske analize vzorcev.  
 
4.2.2 Protimikrobni učinek ekstraktov dresnika določen za izbrane mikroorganizme 
 
Minimalno inhibitorno koncentracijo (MIC) ekstraktov dresnika smo določali z metodo 
razredčevanja v mikrotitrski ploščici. Na podlagi načrta smo v mikrotitrski ploščici opravili 
2-kratno serijsko razredčevanje ekstraktov in dodali inokulum. Za predstavnika 
gramnegativnih bakterij smo izbrali bakterije vrste E. coli, za predstavnika grampozitivnih 
bakterij pa bakterije vrste L. monocytogenes, med kvasovkami pa smo izbrali kvasovke vrste 
C. albicans. Po inkubaciji smo v vse luknjice mikrotitrske ploščice dodali bakterijski rastni 
indikator INT, s katerim smo preverjali sterilnost gojišča v negativni kontroli, rast 
mikroorganizmov v pozitivni kontroli in rast mikroorganizmov ob prisotnosti različnih 
koncentracij ekstrakta. Gojišča so se ob prisotnosti aktivnih mikroorganizmov obarvala 
rdeče, prva neobarvana luknjica tekom razredčitev ekstrakta pa je predstavljala vrednost 
MIC. Ker je bil barvni preskok zaradi obarvanosti ekstrakta težko viden, smo v predvideni 
vrednosti MIC in v dveh višjih koncentracijah ekstrakta vrednost MIC in minimalno 
bakteriocidno koncentracijo (MBC) določili z metodo štetja kolonij na trdnem gojišču.    
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Preglednica 7: Minimalna inhibitrona koncentracija (MIC) in minimalna bakteriocidna koncentracija (MBC) 
različnih ekstraktov dresnika za bakterije vrste E. coli 
Vrsta  dresnika MIC (mg/mL)/ N (cfu/mL) MBC (mg/mL) / N (cfu/mL) 
Japonski dresnik 18,75 / 4,8 × 108 75 / <100 
Sahalinski dresnik 18,75 / 3,7 × 108 - 
Češki dresnik 18,75 / 3,2 × 108 - 
Legenda: N: število bakterij. 
 
Za vse ekstrakte različnih vrst dresnika lahko trdimo, da inhibirajo rast bakterij vrste E. coli 
pri koncentraciji 18,75 mg/mL, saj je pri tej koncentraciji ekstrakta preživelo manj bakterij 
kot v pozitivni kontroli (1,23 × 109 cfu/mL). Predvidevamo lahko celo, da deluje ekstrakt 
japonskega dresnika s koncentracijo 75 mg/mL in več bakteriocidno na bakterije vrste E. 
coli, saj je bilo število bakterij pri tej koncentraciji manjše od 100 cfu/mL (preglednica 7).  
 
Preglednica 8: Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) in minimalna bakteriocidna koncentracija (MBC) 
različnih ekstraktov dresnika za bakterije vrste L. monocytogenes 
Vrsta  dresnika MIC (mg/mL) / N (cfu/mL) MBC (mg/mL) / N (cfu/mL) 
Japonski dresnik - 11,71 / <100 
Sahalinski dresnik - 23,43 / <100 
Češki dresnik - 23,43 / <100 
Legenda: N: število bakterij. 
 
Za ekstrakt sahalinskega in češkega dresnika lahko trdimo, da delujeta pri koncentraciji 
23,43 mg/mL in več bakteriocidno na bakterije vrste L. monocytogenes, saj je bilo število 
bakterij pri tej koncentraciji ekstrakta manjše od 100 cfu/mL. Ekstrakt japonskega dresnika 
je deloval bakteriocidno že pri enkrat nižji koncentraciji (11,71 mg/mL) (preglednica 8).   
 
Preglednica 9: Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) in minimalna bakteriocidna koncentracija (MBC) 
različnih ekstraktov dresnika za kvasovke vrste C. albicans 
Vrsta  dresnika MIC (mg/mL) / N (cfu/mL) MBC (mg/mL) / N (cfu/mL) 
Japonski dresnik 75 / 3,7 × 106 - 
Sahalinski dresnik 37 / 5,4 × 105 - 
Češki dresnik 75 / 2,3 × 105 - 
Legenda: N: število kvasovk. 
 
Za ekstrakt japonskega in češkega dresnika lahko trdimo, da inhibirata rast kvasovk vrste C. 
albicans pri koncentraciji 75 mg/mL, saj je pri tej koncentraciji ekstrakta preživelo manj 
kvasovk kot v pozitivni kontroli (7,3 × 107 cfu/mL). Ekstrakt sahalinskega dresnika je 
inhibiral kvasovke pri enkrat nižji koncentraciji (37 mg/mL) (preglednica 9).  
 
Na vse ekstrakte dresnika so bile najbolj občutljive grampozitivne bakterije vrste L. 
monocytogenes. Ekstrakt japonskega dresnika je deloval bakteriocidno pri koncentraciji 
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11,71 mg/mL, ekstrakta sahalinskega in češkega dresnika pa pri koncentraciji 23,43 mg/mL. 
Nekoliko bolj rezistentne so bile gramnegativne bakterije vrste E. coli. Vsi ekstrakti so jih 
inhibirali pri koncentraciji 18,75 mg/mL, ekstrakt japonskega dresnika s koncentracijo 
75 mg/mL in več pa je deloval bakteriocidno. Kot najbolj rezistentne so se izkazale kvasovke 
vrste C. albicans, ki so za inhibicijo rasti potrebovale ekstrakt japonskega in češkega 
dresnika s koncentracijo 75 mg/mL ter ekstrakt sahalinskega dresnika s koncentracijo 37 
mg/mL. 
 
Razlog za visoko rezistenco kvasovk vrste C. albicans se skriva v njihovem mehanizmu 
preživetja. Sposobne so adhezije na sintetičen material ali tkivo gostitelja, kjer tvorijo gost 
preplet hif. Te izločajo ekstracelularne polimere, ki so ugoden matriks za nadaljnjo adhezijo 
kvasovk, pri čemer se tvori rezistenten biofilm (Soliman in sod., 2017). Do razlike v 
rezistenci med grampozitivnimi in negativnimi bakterijami je verjetno prišlo zaradi različne 
sestave celične stene. Bakterije vrste L. monocytogenes imajo debelo plast peptidoglikanov, 
vendar jim primanjkuje zunanja membrana, zaradi česar so enostavna tarča za antibiotike in 
ostale bakteriocidne snovi, katerih ciljno mesto je celična stena. Bakterije vrste E. coli imajo 
tanjši sloj peptidoglikanov, ki jih obdaja lipopolisaharidna membrana. Protimikrobna 
sredstva lahko prodrejo v celico skozi porinske kanale, pri čemer morajo imeti ustrezen 
naboj in obliko. Porinski kanali se lahko z genetsko mutacijo spreminjajo ali odstranjujejo, 
kar še dodatno poveča odpornost celice na protimikrobna sredstva. Poleg tega imajo 
bakterije vrste E. coli v zunanjo membrano vključene efluksne proteine, ki so sposobni 
izločati antibiotike iz celice (AIMED, 2015).   
 
Do podobnih ugotovitev kot mi so prišli Song in sod. (2006), ki so testirali metanolni ekstrakt 
korenine japonskega dresnika na 20 različnih bakterijskih vrstah, izoliranih iz ustne votline. 
Izkazalo se je, da so bile na ekstrakt najbolj dovzetne grampozitivne bakterije. Do enakih 
ugotovitev so prišli tudi Shan in sod. (2008), ki so testirali etanolni ekstrakt korenine 
japonskega dresnika na petih zoonotskih bakterijskih vrstah. V zgoraj omenjenih raziskavah 
ekstrakcijska topila niso vplivala na protibakterijsko delovanje korenine dresnika. Kljub 
temu bi bilo zanimivo raziskati, kako različna ekstrakcijska topila vplivajo na protimikrobno 
učinkovitost olupka korenine in drugih delov rastline dresnika. 
 
Med ekstrakti, ki smo jih uporabili v naši raziskavi, sta se najbolj izkazala japonski in 
sahalinski dresnik. Ekstrakt japonskega dresnika je bil edini, ki je pri koncentraciji 
75 mg/mL in več deloval bakteriocidno na bakterije vrste E. coli. Prav tako je pri 
koncentraciji 11,71 mg/mL in več deloval bakteriocidno na bakterije vrste L. 
monocytogenes. V koreninah japonskega dresnika so do zdaj določili številne fenolne 
spojine, med katerimi prevladujejo stilbeni (resveratrol, polidatin), hidroksiantrakinoni (rein, 
krisofanol), flavani (katehin in njegovi derivati), lignani in fenolne komponente (galna 
kislina). Nekatere izmed njih (katehin, epikatehin, resveratrol, polidatin) smo kvantificirali 
tudi v naši raziskavi. Protimikrobne lastnosti predpisujejo predvsem resveratrolu, polidatinu, 
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emodinu in parietonu (Shan in sod., 2008). V olupku korenine japonskega dresnika smo 
določili visoke koncentracije resveratrola in polidatina, ki poleg drugih spojin po vsej 
verjetnosti vplivata na protimikrobno učinkovitost ekstrakta. Kar nekaj raziskav je potrdilo 
protimikorobno aktivnost nekaterih drugih fenolnih spojin, izoliranih iz korenine japonskega 
dresnika. Kukrić in Topalič-Trivunović (2006) sta na izbranih bakterijskih vrstah testirala 
protimikrobno učinkovitost etanolne raztopine cis- in trans-resveratrola, pridobljenega iz 
korenine japonskega dresnika. S koncentracijo 5 mg/disk se je najbolj izkazala raztopina 
trans-resveratrola, ki je tudi najpogosteje zastopana oblika resveratrola v japonskem 
dresniku. Li in sod. (2016) so preverjali protimikrobno učinkovitost raztopine emodina, 
pridobljenega iz korenine japonskega dresnika na gramnegativnih bakterijah vrste 
Haemophilus parasuts, ki so povzročitelj Glässerjeve bolezni pri prašičih. Raztopina 
emodina s koncentracijo 64 µg/mL in več je delovala bakteriocidno na bakterije in 
predstavlja alternativo konvencionalnim zdravilom.  
 
Protibakterijsko aktivnost ekstraktov korenine japonskega dresnika so potrdile številne 
študije. Z našimi rezultati je najbolj primerljiva raziskava Shan in sod. (2008), kjer so testirali 
etanolni ekstrakt korenine japonskega dresnika na petih zoonotskih bakterijskih vrstah, med 
katerimi so bile tudi bakterije vrst E. coli in L. monocytogenes. Za inhibicijo in bakteriocidno 
delovanje ekstrakta na bakterijah vrste E. coli so potrebovali > 2500 µg/mL, kar je 
primerljivo z našimi rezultati. V našem eksperimentalnem delu smo za inhibicijo bakterij 
vrste E. coli potrebovali 18750 µg/mL, za bakteriocidno delovanje pa 75000 µg/mL 
ekstrakta japonskega dresnika. Za inhibicijo bakterij vrste L. monocytogenes so v raziskavi 
potrebovali 156,3 µg/mL, za bakteriocidno delovanje pa 312,5-1250 µg/mL ekstrakta. V 
našem eksperimentu smo potrebovali bistveno višje koncentracije ekstrakta japonskega 
dresnika, kar je presenetljiv rezultat, saj olupek korenine v primerjavi s celotno korenino 
dresnika velja za bogatejši vir fenolnih spojin.  
 
Lee in Kim (2012) sta testirala etanolni ekstrakt korenine japonskega dresnika na različnih 
sevih kvasov C. albicans. Ekstrakt s koncentracijo 0,39 mg/mL je statistično značilno (41,1 
± 17,8 %) zmanjšal tvorbo biofilma enajstih sevov kvasovk vrste C. albicans. Poškodoval je 
celično membrano in zmanjšal zmožnost adhezije na površino iz polistirenskega materiala. 
Deloval je fungistatično, brez hemolitične aktivnosti, kar je obetaven rezultat za naravno 
zdravljenje kandidoze. Za bolnike z oslabljenim imunskim sistemom (okuženi z virusom 
HIV) je kljub temu boljše, da se poslužujejo ekstraktov s fungicidnim učinkom, ker 
fungistatična zdravila pogosto vplivajo na povečanje naravne ali pridobljene odpornosti 
kliničnih izolatov (Oliva in sod., 2013). V našem eksperimentalnem delu so vsi ekstrakti 
dresnika inhibirali rast kvasovk vrste C. albicans, med katerimi se je s koncentracijo 37 
mg/mL najbolj izkazal sahalinski dresnik. Predlagan je bil klasifikacijski sistem naravnih 
antimikotikov, ki jih razvršča v tri skupine: močni inhibitorji (MIC ≤ 0,5 mg/mL), zmerni 
inhibitorji (MIC = 0,6-1,5 mg/mL) in šibki inhibitorji (MIC > 1,6 mg/mL) (Oliva in sod., 
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2013). Na podlagi tega klasifikacijskega sistema so vsi naši ekstrakti dresnika šibki 
inhibitorji kvasovk vrste C. albicans. 
 
V primerjavi z japonskim dresnikom sta ostala dva taksona (sahalinski in češki) bistevno 
slabše raziskana. Kljub temu vemo, da v korenini sahalinskega dresnika prevladujejo 
glikozidi fenilpropanoidov, ki imajo visoko antioksidativno učinkovitost (Piola in sod., 
2013; Lopez-Munguia in sod., 2011), kar so pokazale tudi naše raziskave, saj smo v 
ekstraktu olupka korenine sahalinskega dresnika določili visoko AOU in vsebnost skupnih 
fenolnih spojin. V večjih količinah najdemo te snovi tudi v skorji cimeta, kjer imajo dokazan 
protibakterijski učinek (Shan in sod., 2008).  
 
Zanimiva je tudi raziskava Saito in sod. (1997), v kateri so z različnimi topili ločevali frakcije 
metanolnega ekstrakta korenine in listov sahalinskega dresnika. Kloroformska frakcija 
korenine sahalinskega dresnika je inhibirala rast določenih bakterij. Etil acetatne frakcije 
listov in korenine sahalinskega dresnika pa so imele najvišjo protibakterijsko aktivnost. Med 
drugim so inhibirale rast patogenih bakterij vrste Photobacterium damsela, ki povzročajo 
veliko ekonomsko škodo v naravnih gojiščih rib (Kumagain in sod., 2005).  
 
Ekstrakt sahalinskega dresnika se je izkazal kot odlično sredstvo pri zatiranju pudraste plesni 
na kumarah, gojenih v rastlinjaku. Učinkovitost je bila 90 % in primerljiva z ostalimi 
fungicidnimi sredstvi (Konstantinidou-Doltsinis in Schmit, 1998). Ti podatki kažejo, da je 
je sahalinski dresnik zelo učinkovit pri zatiranju evakriontskih mikroorganizmov, kot so 
plesni in kvasovke.  
 
Češki dresnik je križanec japonskega in sahalinskega dresnika, kar pomeni, da ima zelo 
raznolik spekter stilbenov in antrakinonov. V primerjavi s sahalinskim dresnikom ima višjo 
vsebnost stilbenov, v primerjavi z japonskim dresnikom pa višjo vsebnost antrakinonov 
(Vrchotova in sod., 2007; Piola in sod., 2013). V naši raziskavi je rast bakterij inhibiral pri 
enakih koncentracijah kot ekstrakt sahalinskega dresnika. Razlika je bila le v primeru 
kvasovk vrste C. albicans, kjer jih je ekstrakt sahalinskega dresnika inhibiral pri enkrat nižji 
koncentraciji. Pri tem moramo poudariti, da smo v primeru kvasovk vrste C. albicans 
določali vrednost MIC in MBC za samo eno ponovitev ekstraktov. Za bolj zanesljivo 
potrditev vrednosti MIC in MBC ekstrakta na izbranih mikroorganizmih bi bilo potrebno 
testirati več ponovitev razredčitev. Zanimivo bi bilo določiti tudi vsebnost antrakinonov 
(emodina in parietina) v olupku korenin sahalinskega in češkega dresnika ter primerjati 
njuno vsebnost s protimikrobnim delovanjem.  
 
Naše kemijske analize so pokazale, da je japonski dresnika pomemben vir resveratrola 
(0,71 g/L) in polidatina (53,8 g/L), katerima med drugim predpisujejo protibakterijsko 
delovanje. Predvidevamo lahko, da sta bila omenjena stilbena vsaj delno zaslužna za uspešno 
protibakterijsko delovanje ekstrakta japonskega dresnika na gramnegativnih bakterijah vrste 
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E. coli. V ekstraktu sahalinskega dresnika smo določili najvišjo AOU in vsebnost skupnih 
fenolnih spojin. Ekstrakt je bil najuspešnejši pri inhibiciji rezistentnih kvasovk vrste C. 
albicans, ki jih je inhibiral pri 37 mg/mL. Kljub temu velja, na podlagi klasifikacijskega 
sistema, ki so ga zastavili Oliva in sod. (2013), za šibki inhibitor kvasovk vrste C. albicans. 
Ekstrakt češkega dresnika je imel najnižjo AOU in vsebnost skupnih fenolnih spojin ter bil 
najmanj uspešen pri protimikrobnem delovanju. Sklepamo lahko, da obstaja povezava med 
AOU, vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in protimikrobnim delovanjem ekstraktov 
dresnika. Visoka AOU in vsebnost skupnih fenolnih spojin sta se izkazala za pomembna 
dejavnika pri protimikrobnem delovanju na rezistentnih mikroorganizmih.  
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5 SKLEPI 
 
 Metoda razredčevanja v mikrotitrski ploščici z vizualnim določanjem minimalne 
inhibitorne koncentracije koreninskih ekstraktov različnih taksonov dresnikov je 
zamudna, vendar v kombinaciji z metodo štetja kolonij na trdnem gojišču, natančna 
metoda za določanje protimikrobne učinkovitosti etanolnih ekstraktov olupka 
korenin dresnikov.  
 
 Etanolni ekstrakt olupka korenine japonskega dresnika je pomemben vir resveratrola 
in polidatina ter učinkovito inhibira rast bakterij. Med taksoni je edini deloval 
bakteriocidno na bakterije vrste Eschericha coli (75 mg/mL). 
 
 Etanolni ekstrakt olupka korenine sahalinskega dresnika ima najvišjo antioksidativno 
učinkovitost (AOU) in vsebnost skupnih fenolnih spojin. Najuspešnejši je bil pri 
inhibiciji kvasovk vrste Candida albicans (37 mg/mL).   
 
 Etanolni ekstrakt olupka korenine češkega dresnika ima najnižjo AOU in vsebnost 
skupnih fenolnih spojin. Nastal je z naravnim križanjem japonskega in sahalinskega 
dresnika ter nosi lastnosti obeh taksonov dresnika. Po vsebnosti posameznih fenolnih 
spojin (resveratrola, polidatina in katehina) in fungistatičnem učinku je veliko bolj 
podoben japonskemu dresniku. Po bakteriostatičnem učinku pa je bolj podoben 
sahalinskemu dresniku. 
 
 Trdimo lahko, da v etanolnih ekstraktih olupka korenine dresnika obstaja povezava 
med AOU, vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in protimikrobno učinkovitost. 
Ekstrakti z višjo AOU in vsebnostjo skupnih fenolnih spojin so bili bolj uspešni pri 
inhibiciji in/ali bakteriocidni aktivnosti na izbranih mikroorganizmih.  
 
 Z rezultati eksperimenta lahko potrdimo hipotezi, ki smo si ju zastavili v začetku. 
Ekstrakti posameznih taksonov dresnikov imajo različno kemijsko sestavo in 
lastnosti. Prav tako jim lahko predpišemo antioksidativno kot tudi protimikrobno 
učinkovitost, med katerima obstaja povezava.  
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6 POVZETEK 
 
Dresnik je invazivna trajnica, ki izvira iz Azije. V Sloveniji najdemo tri različne taksone 
dresnika (japonski, sahalinski, češki), ki se najraje ukoreninijo ob robovih gozdov, parkov, 
avtocest in na pobrežjih rek. Je rastlina protislovij, saj ima s svojim razrastom negativen 
vpliv na okolje, po drugi strani pa vsebuje številne bioaktivne komponente, ki jim med 
drugim predpisujejo protimikrobni, protivirusni in protivneten učinek.  
Nas je zanimal protimikrobni učinek olupkov korenin vseh treh taksonov dresnikov, saj ima 
to tkivo v primerjavi z ostalimi deli rastline najvišjo vsebnost fenolnih spojin. Pripravili smo 
etanolni ekstrakt olupka korenine japonskega, sahalinskega in češkega dresnika s 
koncentracijo 600 mg/mL in ga kemijsko okarakterizirali: določili smo troloksu 
ekvivalentno antioksidativno učinkovitost, skupne fenolne spojine in štiri posamične fenolne 
spojine (katehin, epikatehin, resveratrol, polidatin).   
Nato smo vse tri ekstrakte testirali na treh različnih mikroorganizmih: bakterijah vrst E. coli 
in L. monocytogenes ter kvasovkah vrste Candida albicans. Protimikrobno učinkovitost 
ekstraktov smo določali z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici, pri čemer smo 
naleteli na nekaj težav pri vizualnem določanju minimalne inhibitorne koncentracije (MIC), 
saj je bil ekstrakt dresnika podobne barve kot bakterijski rastni indikator INT. Zato smo 
predvideno vrednost MIC, dve višji koncentraciji ekstrakta in pozitivno kontrolo prenesli na 
trdna gojišča TSB ter vrednost MIC in minimalno bakteriocidno koncentracijo (MBC) 
določili z metodo štetja kolonij na neselektivnem trdnem gojišču TSB. 
 Med ekstrakti sta se najbolj izkazala japonski in sahalinski dresnik. Ekstrakt japonskega 
dresnika je imel v primerjavi z ostalimi taksoni najvišjo vsebnost resveratrola in polidatina 
ter uspešno inhibiral rast bakterij. Bil je edini, ki je pri koncentraciji 75 mg/mL deloval 
bakteriocidno na bakterije vrste E. coli. Ekstrakt sahalinskega dresnika je imel najvišjo 
antioksidativno učinkovitost (AOU) in vsebnost skupnih fenolnih spojin ter najnižji delež 
stilbenov (resveratrola, polidatina), ki očitno niso razlog za visoko AOU. Najbolj učinkovit 
je bil pri inhibiciji kvasovk vrste C. albicans, ki jih je v primerjavi z ostalimi taksoni inhibiral 
pri enkrat nižji koncentraciji (37 mg/mL). Ekstrakt češkega dresnika je imela najnižjo AOU 
in vsebnost skupnih fenolnih spojin. Po bakteriocidnem učinku je bil bolj podoben 
sahalinskemu dresniku, po fungistatičnem učinku pa japonskemu dresniku.          
Iz zapisanega lahko povzamemo, da se etanolni ekstrakti olupka korenin japonskega, 
sahalinskega in češkega dresnika med seboj razlikujejo v AOU, vsebnosti skupnih in 
posameznih fenolnih spojin. Vsi imajo protimikroben učinek na izbranih mikroorganizmih, 
pri čemer sta se najbolj izkazala japonski in sahalinski dresnik. V ekstraktu japonskega 
dresnika smo določili visoko vsebnost resveratrola in polidatina, ki vsaj delno vplivata na 
bakteriociden učinek ekstrakta. Ekstraktu sahalinskega dresnika smo določili najvišjo AOU 
in vsebnost skupnih fenolnih spojin. Najbolj učinkovit je bil pri inhibiciji rezistentnih 
kvasovk vrste C. albicans. S tem lahko potrdimo, da visoka AOU in vsebnost skupnih 
fenolnih spojin vplivata na protimikrobno učinkovitost ekstrakta.  
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